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Mnogi višji organizmi, vključno z ljudmi, se za prebavo določenih komponent hrane do neke 
mere zanašamo na mikroorganizme. Prehrambene navade številnih sesalcev zajemajo hrano 
bogato s širokim naborom polisaharidov, pogosto v obliki rastlinskih tkiv. Bakterijske 
populacije s svojo prilagodljivostjo predstavljajo enega najpomembnejših simbiontov tudi v 
tem pogledu. Med različne pristope k razgradnji tovrstnih biopolimerov sodijo tudi tako-
imenovani PUL (ang. »Polysaccharide Utilization Loci«), ki so močno zastopani med 
predstavniki bakterij iz debla Bacteroidetes in predstavljajo skupke funkcionalnih 
beljakovin, ki omogočajo privzem in razgradnjo različnih polisaharidov (Martens in sod., 
2014; Thomas in sod., 2011). 
 
Skupki genov v PUL so sestavljeni iz podobnih osnovnih gradnikov – v primeru modelnega 
sistema sus (ang. »Starch Utilization System«) v Bacteroides thetaiotaomicron je teh genov 
osem (susRABCDEFG) (Martens in sod., 2009). SusR je membranska beljakovina z 
regulatorno vlogo, ki sproži transkripcijo ob prisotnosti signala (maltoze ali škroba) (D'Elia 
in sod., 1996). Geni susCDEF kodirajo za beljakovine, ki so nameščene na zunanjem delu 
celične stene in omogočajo vezavo polisaharidov. V zunajceličnem prostoru pa se nahaja 
amilaza SusG (Shipman in sod., 2000). Celoten lokus je sestavljen iz dveh koreguliranih 
(Anderson in Salyers, 1989) transkripcijskih enot; v eni susA in v drugi susBCDEFG (D'Elia 
in sod., 1996; Reeves in sod., 1997). 
 
Geni podobni susC in susD so v genomih Bacteroidetes izredno pogosti. Glede na encime, 
ki jih kodirajo sosednji geni v skupku pa lahko predvidevamo, kakšni bodo njihovi tarčni 
substrati (Thomas in sod., 2011). B. thetaiotaomicron ima 107 paralogov gena susC, kar 101 
od teh pa je lociranih tik ob genih podobnim susD. 62 takšnih parov je del večjega skupka, 
ki vključuje tudi encime za razgranjo polisharidov (Xu in sod., 2003). Na podlagi 
specifičnosti delovanja omenjenih encimov pa lahko sklepamo na preferenčni substrat 
določenega PUL-a. 
 
Poleg omenjenih, pa se v tovrstnih skupkih pojavljajo tudi geni, kodirajoči za nespecifične 
nukleaze. Glede na to, da so nukleinske kisline drugačna skupina polimerov s svojimi 
unikatnimi lastnostmi, se postavlja vprašanje o funkciji takšnih skupkov. Manfredi in sod. 
(2011) pišejo o njihovi vlogi v patogenezi Capnocytophaga canimorsus, kjer delujejo na 
gostiteljeve glikane. Doke in sod. (2017) v Molecular Oral Microbiology pa o tem, kako 
Prevotella intermedia s pomočjo podobnega sistema razgrajuje izvencelične pasti, ki jih v 
svojem zunajceličnem matriksu gradijo nevtrofilci. Zato si postavljamo vprašanje – je lahko 
to tudi sistem, ki omgoča privzem zunajcelične DNA ali RNA kot vir hranil? Lahko 
razširimo nabor funkcionalnosti PUL-ov na novo skupino substratov – nukleinske kisline? 
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1.1  NAMEN DELA 
Cilj našega dela je bil preveriti vlogo skupkov genov, sestavljenih iz susC, susD in 
nespecifičnih nukleaz pri rodovih Prevotella in Bacteroides, v razgradnji in uporabi 
zunajceličnih nukleinskih kislin. 
 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
• Genski skupki, sestavljeni iz mestno ter sladkorno nespecifičnih nukleaz in beljakovin 
podobnih SusCD, so ohranjeni v vrstah rodov Prevotella in Bacteroides. 
• Nukleinske kisline omogočajo rast sevom iz rodu Prevotella. 




Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 3 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 DEBLO Bacteroidetes 
 
Eno najbolj raznolikih skupin bakterij, deblo Bacteroidetes, delimo na štiri razrede: 
Bacteroidia, Flavobacteria, Sphingobacteria in Cytophagia. Po podatkih z NCBI Genome 
je znanih že okrog 1800 vrst, ki sodijo v to deblo, z najštevilčnejšimi flavobakterijami na 
čelu. Poznamo tako anaerobne, kot tudi aerobne predstavnike, nekateri so negibni, drugi 
običkani, tretji se premikajo s polzenjem (Thomas in sod., 2011). Njihovo raznolikost 
slikovito prikaže že dejstvo, da je za celotno deblo značilnih le 27 beljakovin, ki so skupne 
predstavnikom vseh glavnih rodov, in hkrati služijo tudi kot molekularni označevalci 
Bacteroidetes (Gupta in Lorenzini, 2007). 
 
Bakteroidete naseljujejo mnogotere ekološke niše – od oceanskih voda, do talnih 
ekosistemov in prsti, eno najpomembnejših skupin pa najdemo v prebavilih živali, kjer so 
eni glavnih razgrajevalcev organskih polimerov (Thomas in sod., 2011). Prebavni trakt je 
prostor, kjer na relativno kratki razdalji pogoji (pH, koncentracija hranil, dostopnost 
kisika...) drastično variirajo, a vseeno najdemo bakteroidete vzdolž celotne poti. Najgostejše 
bakterijske populacije so v debelem črevesu – Whitman in sod. (1998) so ocenili, da je 
prokariontskih celic nekje med 1011 in 1012 na mililiter, približno polovico teh pa bi, glede 
na zaznana zaporedja 16S rRNA, lahko uvrstili med Bacteroidetes (Eckburg in sod., 2005).  
 
V eksperimentalnem delu tega magistrskega dela smo se osredotočili predvsem na nekaj 
predstavnikov rodov Prevotella in Bacteroides. 
 
 
2.2 RODOVA Bacteroides IN Prevotella 
 
Predstavnice obeh rodov so obligatni nesporulirajoči in negibljivi anaerobi. Njihova 
posebnost so sfingolipidi v celičnih membranah (Madigan in sod., 2010; Shah in Collins 
1990). 
 
Bakterije rodu Bacteroides so sposobne fermentacije sladkorjev ali proteinov, običajno do 
acetata in sukcinata. So v glavnem komenzali v prebavnem traktu ljudi in drugih živali, 
največ jih najdemo v debelem črevesu (Madigan in sod., 2010). Kljub temu, da večino 
opisanih sevov izvira iz ustne votline, imata z ekološkega vidika ta dva rodova največji 
pomen v vampu prežvekovalcev. Tam simbiontske bakterije predstavljajo večinski delež 
razgradnje polisaharidov, prevladujejo pa prav predstavnice rodov Prevotella in Bacteroides 
(Deusch in sod., 2017). Nekatere vrste so lahko oportunistični patogeni, ki zaradi svoje 
prevalence v človeških prebavilih, predstavljajo večinske povzročitelje bakteriemije pri 
ljudeh (Madigan in sod., 2010). 
 
Tudi bakterije, ki sodijo v rod Prevotella, so pogosti komenzali, a jih poleg prisotnosti v 
prebavilih uvrščamo tudi v običajno nožnično in ustno mikrobioto. Med predstavniki so 
določene vrste patogene, sodijo med bolj znane povzročitelje bolezni obzobnih tkiv 
(parodontoze) (Tanaka in sod., 2008). 
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2.3 PRIVZEM IN RAZGRADNJA OGLJIKOVIH HIDRATOV 
 
2.3.1 Substrati in encimi 
 
Polisaharidi, glikani, različni ogljikovi hidrati predstavljajo ogromno količino biomase na 
tem planetu, ki je hkrati tudi skorajda neizčrpen vir hranil za tistega, ki jih je sposoben 
izkoristiti. Kljub temu, da velik del hrane mnogih živali predstavljajo prav različni ogljikovi 
hidrati, so naše encimske zmožnosti za razgradnjo le-teh skoraj nične. Ljudje smo tako brez 
pomoči naše mikrobiote sposobni razgraditi le nekaj najpreprostejših ogljikovih hidratov – 
škrob, laktozo in saharozo (Kaoutari in sod., 2013). Če to postavimo v kontekst – Laine 
(1994) v svoji objavi oceni, da je zgolj iz enot D-heksoze (npr. glukoze, manoze, 
galaktoze...) mogoče zgraditi več kot 1012 različnih heksasaharidov. 
 
V naravi sicer ne najdemo prav vseh možnih struktur, a vseeno jih je ogromno in temu 
primerna je tudi zbirka molekularnih orodij za njihovo razgradnjo. Govorimo seveda o 
encimih – natančneje o »CAZymes« (ang. »Carbohydrate Acting enzymes«). To so encimi, 
ki imajo specifična vezavna mesta za ogljikove hidrate. Cantarel in sod. (2009) so izdelali 
in objavili spletno podatkovno zbirko (www.cazy.org), ki trenutno pokriva pet glavnih 
skupin encimov (glikozidne hidrolaze, glikoziltransferaze, polisaharidne liaze, esteraze 
ogljikovih hidratov in encime s pomožno aktivnostjo), ter obsega nabor več kot 12500 
genomov, približno 11500 od teh pa je bakterijskih. 
 
 
2.3.2 Razgradnja polisaharidov pri Bacteroidetes 
 
Najbolj specializirani predstavniki živega sveta za področje razgradnje ogljikovih hidratov 
so brez dvoma bakterije, tudi tiste, ki sodijo v deblo Bacteroidetes. To jim omogoča nabor 
genov, katerih funkcija obsega vse od zaznavanja substrata v okolju pa do regulacije 
izražanja genov, odgovornih za privzem in razgradnjo le-tega (Grondin in sod., 2017). Ti 
geni so običajno nanizani eden zraven drugega in so koregulirani, njihovi produkti pa so 
locirani v membranah celic oz. periplazemskem prostoru, značilnem za po Gramu negativne 
bakterije (McBride in sod., 2009). Glede na zgradbo in delovanje so jih Bjursell in sod. 
(2006) poimenovali PUL (ang. »Polysaccharide Utilization Loci«). PUL-i so torej skupki 
fizično povezanih genov, ki v sodelovanju omogočajo privzem in razgradnjo specifičnega 
glikana (Terrapon in sod., 2015). 
 
Prav ta način specializacije za uporabo določenega substrata je vedno pogosteje prepoznan 
kot eden glavnih dejavnikov za evolucijski uspeh bakteroidet. Skozi pomnoževanje in s 
pomočjo tako vertikalnih, kot horizontalnih genskih prenosov, so se oblikovali različni 
skupki genov. Ti omogočajo razgradnjo širokega spektra substratov v črevesju, na drugih 
delih teles živali, pa tudi na prostem, v okolju (McBride in sod., 2009). 
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2.4 LASTNOSTI IN FUNKCIJA PUL-OV 
 
2.4.1 Arhetipni PUL 
 
Prvi dokazi za tovrsten sistem razgradnje kompleksnih ogljikovih hidratov so se pojavili v 
80-ih letih prejšnjega stoletja, ko sta Anderson in Salyers (1989) predstavila svoje 
ugotovitve, ki so nakazovale prisotnost sistema encimov in beljakovin, s sposobnostjo 
vezave škroba v Bacteroides thetaiotaomicron. Glede na njihovo namestitev v celičnih 
membranah (tako notranji, kot tudi zunanji) sta sklepala, da bi lahko šlo za sistem, ki deluje 
z enotnim ciljem razgradnje in privzema škroba. 
 
Z razvojem molekularnih tehnik in možnosti natančnejšega sekvenciranja, ter preiskovanja 
genov, oz. njihovih produktov, so sledile številne objave, ki so potrjevale obstoj takšnih 
sistemov, kasneje poimenovanih PUL. 
 
Vsak PUL je oblikovan na tak način, da ustreza točno določeni funkciji. Kompleksnejši 
substrati zahtevajo različno funkcionalnost encimov in vezavnih beljakovin, kar seveda 
spremeni strukturo PUL-a. Kljub temu pa so vsi sestavljeni na podoben način in obsegajo 
vsaj osnovni nabor funkcij v obliki beljakovin (McBride in sod., 2009): 
• za vezavo polisaharidov na površino bakterije, 
• ki omogočajo delno cepitev polisaharidov na zunanji membrani, 
• za transport oligosaharidov (ki nastanejo z razgradnjo na zunanji membrani), 
• za presnovo oligosaharidov do monosaharidov, 
• za zaznavo produktov razgradnje in regulacijo izražanja genov. 
 
Martens in sod. (2009) v B. thetaiotaomicron opišejo sistem osmih genov – susRABCDEFG, 
kjer ime ustrezno predstavi njihovo funkcijo (ang. »Starch Utilization System«) (Slika 1). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz Sus sistema B. thetaiotaomicron z označenimi glavnimi sestavnimi in 
funkcionalnimi deli (povzeto po Martens in sod., 2009).  
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2.4.2 Zgradba in delovanje Sus 
 
Ob aktivaciji sistema se pot substrata začne na SusG – na zunanjo membrano vezanem 
encimu za razgradnjo škroba (Flint in sod., 2012). Poleg aktivnega mesta s centrom amilazne 
aktivnosti je na SusG mogoče najti še vezavno mesto za drugo molekulo škroba v neposredni 
bližini aktivnega centra (Koropatkin in Smith, 2010). Glede na nasprotno orientacijo in 
postavitev v molekuli to ne omogoča vezave ene molekule v obe mesti, pomaga pa pri 
zaznavi slabo topnih substratov (Ze in sod., 2012). 
 
Glavni prepoznavni znak vsakega sistema PUL je par genov podobnih susC in susD. Njuna 
produkta sta prenašalna beljakovina, odvisna od TonB (SusC), in vezavni protein za škrob 
(SusD), oba locirana na zunanji membrani (Grondin in sod., 2017). Ti dve strukturno-
funkcionalni enoti sistema sta tudi najbolje raziskani. Nedavna dognanja kažejo, da tvorita 
nekakšen kompleks, ki deluje po principu koša s pokrovom (ang. »pedal bin mechanism«, 
Slika 2). SusC tvori kanal v obliki β-sodčka skozi zunanjo celično membrano, medtem ko 
je SusD ugnezden na zunanji strani celice, tik ob SusC. Ob odsotnosti substrata je »pokrov« 
SusD odprt, vezava substrata pa sproži zaprtje pokrova koša. Substrat se poveže tudi z delom 
SusC, vzpostavitev TonB kompleksa pa sproži konformacijsko spremembo notranjosti SusC 
in sprostitev substrata na notranjo stran membrane. (Glenwright in sod., 2017) 
 
 
Slika 2: Grafični prikaz domnevnega delovanja proteinskega dimera SusCD. Substrat se veže na odprt pokrov, 
kar sproži konformacijsko spremembo. Po zaprtju se pritrdi na čep transportnega kanala in se sprosti v prostor 
med celičnima membranama ob interakciji čepa s TonB (povzeto po Glenwright in sod., 2017). 
Dognanja Shipman in sod. (2000) opredelijo trojček beljakovin SusCDG kot najbolj 
okrnjeno obliko sistema Sus, ki še omogoča funkcionalnost. Pri veliki večini sistemov PUL 
pa lahko najdemo še dodatne lipoproteine, kot sta npr. SusE in SusF, za katere dolgo ni bilo 
konkretnih dokazov o njihovi vlogi. Domnevo, da sodelujejo pri vezavi substrata so potrdili 
s karakterizacijo proteinov in posledičnim odkritjem domen za vezavo škroba (Cameron in 
sod., 2012). 
 
Po prenosu substrata v periplazemski prostor nastopita periplazemski pululanaza SusA in  
α-glukozidaza SusB, ki poskrbita za oligo- in monomerizacijo do glukoze, ki se nato zlahka 
prenese v citoplazmo (Smith in Salyers, 1991).  
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2.4.3 Oblikovanje PULdb 
 
Ob raziskovanju in širjenju znanja o PUL-ih je naraščalo zavedanje o njihovi razširjenosti in 
raznolikosti, ter hkrati tudi medsebojni podobnosti. Terrapon in sod. (2015) so zato obstoječe 
znanje zbrali, združili in na temeljih zbirke CAZy (www.cazy.org) izdelali PULdb 
(http://www.cazy.org/PULDB/) ali (ang.) »Polysaccharide Utilization Loci database«. 
 
Zbirka je osnovana na iskanju genov podobnih susCD, lokaliziranih v neposredni bližini 
encimov z vezavnimi mesti za ogljikove hidrate (»CAZymes«) in regulatornih elementov. 
V okviru referenčnih genomov so se opirali na podatke o poziciji genov, njihovi orientaciji 
in medsebojni razdalji, predvidenem aminokislinskem zaporedju in na anotacijo proteinskih 
domen (Terrapon in sod., 2015). 
 
Natančnost dokončanega orodja je bila v primeru Bacteroides thetaiotaomicron 87 %, pri 
Bacteroides ovatus pa 91 %. Med 67 različnimi vrstami bakteroidet so našli 3745 PUL-ov, 




2.5 SKUPKI IN NUKLEINSKE KISLINE 
Sistem PUL s svojo modularnostjo omogoča skoraj neomejeno prilagodljivost raznolikosti 
substratov. Kljub temu, da so bili sprva okarakterizirani med bakteroidetami, so prisotni tudi 
med drugimi po Gramu negativnimi bakterijami, vključno z α- in ɣ-proteobakterijami. V 
različnih sistemih pa najdemo različne kombinacije prisotnih genov (Slika 3); ponekod so 
odsotni encimi vezani na zunanjo membrano (podobni SusG), spet drugje ne najdemo 
pridruženih senzorjev/regulatorjev (SusR) (Eisenbeis in sod., 2008; Neugebauer in sod., 
2005; Thomas in sod., 2012)... 
 
Postavlja se vprašanje, če imajo lahko tovrstni sistemi za substrate tudi molekule izven 
skupine ogljikovih hidratov. Smiselni kandidat bi bila skupina makromolekul, ki jih 
imenujemo nukleinske kisline. V rastlinski biomasi, poleg ogljikovih hidratov, ki so glede 
na masna razmerja v občutni prevladi, najdemo tudi precejšnjo količino nukleinskih kislin – 
in sicer nekje med 0,25 in 5 % (Coelho Da Silva in sod., 1972; Smith in McAllan, 1970). 
Glede na to, da mnoge bakteroidete predstavljajo simbiontsko mikrobioto prebavil, pa 
dodaten vir tega substrata lahko predstavljajo odmrle celice oluščene z epitelov, ter lizirane 
bakterijske celice (McAllan, 1982). 
 
Leta 1990 je Cotta objavil svoje delo, kjer je prikazal sposobnost razgradnje nukleinskih 
kislin in njihovih prekurzorjev na primeru nekaterih vampnih simbiontov. Najbolje se je 
odrezala vrsta Selenomonas ruminantum, ki je v minimalnem gojišču z dodatkom RNA 
dosegla koncentracijo primerljivo rasti na glukozi ali ribozi (meritev OD pri 660 nm). Delno 
uspešnost pri izrabi RNA je pokazala tudi Bacteroides ruminicola. Izkazalo se je, da je DNA 
očitno težji zalogaj – ob prisotnosti zgolj te sta minimalno rast pokazala le dva od testiranih 
sedmih sevov (Ruminococcus flavefaciens FD1 in Treponema bryantii B25). Tudi v gojiščih 
s posameznimi nukleozidi (adenozin, gvanozin, uridin, citozin) je bil rezultat slabši.  
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Kljub temu, da so biokemijski dokazi za takšno aktivnost znani že dolgo, so se šele nedavno 
pojavila odkritja, ki nakazujejo, da je za tovrstno aktivnostjo res PUL-om podoben sistem. 
Doke in sod. (2017) so pri Prevotella intermedia, ki je del mikrobiote ustne votline, pokazali 
močno sposobnost razgradnje izvenceličnih nukleinskih kislin s pomočjo nespecifičnih 
nukleaz. Sicer so se razmišljanja o tem začela že leta 2001 (Accetto in Avguštin), ko so bile 
opisane nespecifične nukleaze v P. bryantii, kasneje (Accetto in Avguštin, 2007) pa so bile 
postavljene prve hipoteze o skupkih z nukleazno aktivnostjo, ki so seveda pripomogli tudi k 




Slika 3: Nekaj primerov raznolikosti in modularnosti sistemov PUL glede na sestavo in razvejanost njihovih 
substratov v različnih ekoloških nišah (povzeto po Grondin in sod., 2017).  
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2.6 SKUPKI IN PATOGENEZA 
V zgoraj omenjenem primeru razgradnje nukleinskih kislin pri P. intermedia (Doke in sod., 
2017) pa ne gre za privzem hranil, temveč mehanizem patogeneze. Nukleinske kisline so 
ena glavnih sestavin mrež – pasti, ki jih človeški nevtrofilci gradijo za lov in uničevanje 
patogenov. Kar nakazuje na podobnost tega sistema PUL-om pa je arhitektura genskega 
zaporedja, kjer se nahajata za pojav glavni odgovorni nukleazi (nucA in nucB). V genomu 
P. intermedia namreč najdemo skupek genov, ki je podoben osnovni funkcionalni enoti 
PUL-a, namesto encimov z vezavnim mestom za polisaharide pa, vsebuje nespecifični 
nukleazi. 
 
Poleg primarno opisane funkcije PUL-ov; razgradnje in privzema polisaharidov kot vira 
hranil, je znano, da lahko služijo tudi kot virulentni dejavniki. Capnocytophaga canimorsus 
je flavobakterija in je tipična predstavnica ustne mikrobiote psov in mačk (Brenner in sod. 
1989), v primeru ugriza živali pa lahko človeku predstavlja veliko nevarnost. Za pojav 
akutnih znakov okužbe je včasih dovolj, da žival prenašalka človeka le poliže. Nastopijo 
lahko sepsa, gangrena okončin ali meningitis, smrtnost pa je lahko tudi do 40 % (Pers in 
sod., 1996). C. canimorsus se je sposobna izmikati komplementu in opsonizaciji, ter 
fagocitozi s strani makrofagov (Shin in sod., 2007), za nas pa je zanimivo predvsem dejstvo, 
da je sposobna rasti ob neposrednem kontaktu s sesalčjimi celicami. 
 
Mally in sod. (2008) pišejo o sistemu v membrano vgrajenih encimov (nevraminidaz), ki 
bakteriji omogočajo izrabo amino sladkorjev iz polisaharidnih verig glikoproteinov celic 
gostitelja. Korak dlje so stopili Manfredi in sod. (2011), ki so želeli na podlagi genomske 
sekvence in proteoma celične površine C. canimorsus opredeliti gene, ki so odgovorni za ta 
pojav. V genomu seva Cc5 (sev iz pacienta s sepso) so identificirali 13 sistemov PUL, ki bi 
lahko omogočali deglikozilacijo glikoproteinov gostiteljevih celic. Šest skupkov vsebuje 
gene, ki kodirajo za glikozil-hidrolaze, kar bi lahko pomenilo, da substrati ostalih skupkov 
niso ogljikovi hidrati. Nekaj od skupkov vsebuje domnevne proteaze in pripadajoče vezavne 
proteine. Ob analizi proteoma površine bakterijskih celic, vzgojenih na površini celic  
HEK 293 (ang.: »Human Embryonic Kidney«), so ugotovili, da so med najpogosteje 
prisotnimi beljakovinami prav tiste, ki so del lokusov z domnevno proteazno aktivnostjo. 
Poleg teh so našli še citolizine in domnevne endonukleaze. Od zaznanih 13 sistemov PUL 
je bilo izraženih vsaj 12, kar nakazuje očitno povezavo z njihovo vlogo v patogenem stilu 
življenja. 
 
V kasnejši objavi Manfredi in sod. (2015) gradijo na svojih preteklih odkritjih in 
okarakterizirajo dotlej neznan sistem za privzem železa. Osnovan je prav na genski 
arhitekturi skupka PUL, ki deluje kot sistem za lovljenje železa (ali ICS - ang.: »Iron Capture 
System). V supernatantu kulture seva Cc5 niso našli sideroforov, kar kaže na to, da omenjeni 
sistem lahko prevzema železo direktno s transferinov. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijski pribor in komercialno dostopni reagenti: 
• avtoklavirni samolepilni trak, 
• avtomatske pipete (Eppendorf), 
• cepilne zanke, 
• DNA polimeraza Taq (Thermo Scientific), 
o v kompletu z reakcijskim pufrom, MgCl2 in zmesjo dNTP, 
• filtri za enkratno uporabo z injekcijsko brizgo (0,22 µm), 
• injekcijske brizge in igle, 
• KAPA SYBR fast qPCR Master Mix, 
• kovinske žlice, spatule in pincete, 
• laboratorijska steklovina: erlenmajerice, čaše, Hungate epruvete (z zrakotesnim 
zamaškom), merilni valji, pipete, 
• laboratorijske rokavice (Kimtech), 
• mikrocentrifugirke »Phasemaker« (Thermo Scientific), 
• mikrocentrifugirke različnih volumnov (Eppendorf), 
• mikrotitrske plošče (Thermo Scientific), 
• muha za magnetno mešalo, 
• nastavki za pipete različnih volumnov – brez RNaz in DNaz (Sartorius), 
• nastavki za pipete različnih volumnov (Eppendorf, Sartorius), 
• nosilci in glavniki različkih velikosti za agarozno gelsko elektroforezo, 
• objektna stekelca, krovna stekelca, 
• parafilm, aluminijasta folija, 
• pH indikatorski lističi, 
• plastične petrijevke, 
• RevertAid reverzna transkriptaza in reakcijski pufer (Thermo Scientific), 
o v kompletu z reakcijskim pufrom in inhibitorjem RNaze in raztopino dNTP, 
• substrati za pripravo gojišč: 
o nukleinske kisline: 
▪ DNA  (Sigma, Lot. #SLBH9189V) 
▪ RNA  (Roche, Lot. #70506422) 
o nukleozidi: 
▪ adenozin (Sigma, Lot. #WXBC4760V) 
▪ citidin  (Sigma, Lot. #BCBT7720) 
▪ gvanozin (Sigma, Lot. #BCBS3443) 
▪ uridin  (Sigma, Lot. #SLBQ6760V) 
o sladkorji: 
▪ deoksiriboza (Sigma, Lot. #066K3461V) 
▪ riboza  (Sigma, Lot. #SLBN9370V) 
• reagent Trizol (Thermo Scientific), 
• števna komora »Neubauer Improved« (Marienfeld), 
• voda brez DNaze ali RNaze (Thermo Scientific).  
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3.1.2 Laboratorijske aparature in ostala oprema: 
 
• avtoklav, 
• čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Spark 10M, 
• digestorij, 
• elektroforezne kadi in generator (BioRad), 
• fotografski sistem za dokumentacijo agaroznih elektroforeznih gelov, 
• hladilniki in zamrzovalne skrinje, 
• inkubator (Kambič), 
• laminarij z možnostjo razkuževanja z UV svetlobo, 
• magnetno mešalo (IKA), 
• mikrovalovna pečica, 
• NanoVue (biochrom), 
• naprava za PCR Kyratec SuperCycler, 
• naprava za PCR v realnem času BioRad CFX96 (C1000 Touch), 
• plinski gorilnik, 
• programska oprema: 
o BioRad Maestro CFX, 
o Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint...), 
o Oracle VM VirtualBox, 
o pregledovalnik sekvenc Artemis Genome Browser, 
o Primer Express, 
o Slikar, 3D-slikar, 
• računalniki (Windows OS, Linux OS), 
• sistem jeklenk s CO2 in cevi za delo v Hungate tehniki, 
• spektrofotometer, 
• svetlobni mikroskop, 
• tehtnice, 
• vodna kopel, 
• vrtinčni mešalnik (ang. »Vortex mixer«). 
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3.1.3 Mikrobiološka gojišča in raztopine 
 
Za shranjevanje sevov smo uporabljali poltrdno gojišče M2. Za pripravo prekonočnih kultur 
testnih sevov smo izbrali tekoče gojišče M330. Sestave obeh medijev so povzete po DSMZ. 
Modifikacije tekočega medija za potrebe poskusov so natančneje opisane v poglavju 4.2. 
 
Preglednica 1: Poltrdno gojišče M2 povzeto po DSMZ. 
Sestavina Količina (za liter gojišča) Opombe 
Tripton 10,0 g  
Kvasni ekstrakt 2,5 g  
Glukoza 2,0 g  
Celobioza 2,0 g  
Topni škrob 2,0 g  
NaHCO3 4,0 g  
L-cistein 1,0 g Dodano po prekuhavanju gojišča. 
Agar 7,5 g  
Mineralna raztopina (I) 150 ml . 
Mineralna raztopina (II) 150 ml  
Vampni sok 300 ml  
Resazurin 1 ml  
Destilirana voda 400 ml (oz. do enega litra)  
  pH uravnan na 6,5 – 7,5 
 
Preglednica 2: Mineralna raztopina (I) – za gojišče M2. 
Sestavina Količina (za liter raztopine) 
K2HPO4 3,0 g 
Destilirana voda 1000 ml 
 
Preglednica 3: Mineralna raztopina (II) – za gojišče M2. 
Sestavina Količina (za liter raztopine) 
KH2PO4 3,0 g 
NaCl 6,0 g 
(NH4)2SO4 6,0 g 
CaCl2 × 2H2O 0,6 g 
MgSO4 × 7H2O 0,7 g 
Destilirana voda 1000 ml 
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Preglednica 4: Tekoče gojišče M330 povzeto po DSMZ. 
Sestavina Količina (za liter gojišča) Opombe 
K2HPO4 0,3 g  
Pepton 2,0 g  
Kvasni ekstrakt 0,5 g  
Glukoza 2,0 g Sestavine ni v modificiranem gojišču. 
Maltoza 1,0 g Sestavine ni v modificiranem gojišču. 
Celobioza 1,0 g Sestavine ni v modificiranem gojišču. 
Škrob 1,0 g  
Na2CO3 4,0 g Dodano po prekuhavanju gojišča. 
Cistein HCl 1,0 g Dodano po prekuhavanju gojišča. 
Hemin 1,0 mg Dodano ohlajenemu gojišču po kuhanju. 
Mineralna raztopina (III) 38,0 ml  
Zmes VFA 3,1 ml Dodano ohlajenemu gojišču po kuhanju. 
Resazurin 1,0 ml  
Destilirana voda 960 ml (oz. do enega litra)  
  pH uravnan na 6,5 – 7,5 
 
Preglednica 5: Mineralna raztopina (III) – za gojišče M330. 
Sestavina Količina (za liter raztopine) 
KH2PO4 6,0 g 
NaCl 12,0 g 
(NH4)2SO4 6,0 g 
CaCl2 1,6 g 
MgSO4 × 7H2O 2,5 g 
Destilirana voda 1000 ml 
 
Preglednica 6: Zmes hlapnih maščobnih kislin (VFA) – za gojišče M330. 
Sestavina (kislina) Količina (za 7,75 ml raztopine) 
Ocetna 4,25 ml 
Propionska 1,50 ml 
Maslena 1,00 ml 
N-valerijanska 0,25 ml 
Izo-maslena 0,25 ml 
Izo-valerijanska 0,25 ml 
2-metil maslena 0,25 ml 
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3.1.3.1 Priprava gojišč 
 
V erlenmajerico smo postopoma dodajali komponente gojišča. Ob dodajanju tekočih 
sestavin oz. destilirane vode smo bili pozorni, da na stenah erlenmajerice ni bilo ostankov 
katere od sestavin in so bile te vse raztopljene v tekočini. Po dodatku anaerobnega indikatorja 
(resazurina) smo gojišča zavreli in prepihali z ogljikovim dioksidom za doseg anaerobne 
atmosfere (indikator razbarvan). Ob ohlajanju gojišča smo nadaljevali z vzdrževanjem 
atmosfere s CO2, ter dodali še preostale komponente (Preglednica 1, Preglednica 4). 
Gojišča ohlajena na približno 50–70 °C smo nato s pipetiranjem razdelili v čiste Hungate 
epruvetke z vzpostavljeno anaerobno atmosfero, ter jih zatesnili z zrakotesnim zamaškom. 
Gojišča v epruvetkah smo avtoklavirali in shranili zaščitene pred svetlobo. 
 
Komponente za modifikacijo gojišča M330 smo dodali tik pred uporabo s pomočjo igle skozi 
gumijaste zamaške epruvet, ali pa ob prepihavanju s CO2 in upoštevanju aseptičnih tehnik. 
 
 
3.2  METODE 
 
Opravljeno raziskovalno delo lahko razdelimo na tri glavne dele; bioinformacijsko analizo, 
gojitvene študije in molekularno-biološko vrednotenje. 
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Namen prve faze je bil ustvariti si boljšo sliko o zastopanosti skupkov, sestavljenih iz genov 
podobnih susCD in genov, kodirajočih za nespecifične nukleaze. Osredotočili smo se 
predvsem na predstavnike rodov Prevotella in Bacteroides, med katerimi smo iskali skupke 
podobne sistemu, ki ga najdemo v genomu seva Prevotella bryantii B14. 
 
Ta del naloge je bil opravljen pretežno s pomočjo virtualnega operacijskega sistema 
(VirtualBox) Linux, kjer smo nabor genomskih sekvenc pregledali in obdelali s pomočjo 
skripta (Priloga A1). Osnova za poizvedbo so bila zaporedja dostopna v prilogah  
(Priloga A2). 
 
Datoteke z genomskimi sekvencami (formata .gbk) smo najprej obdelali z orodjem 
EMBOSS Union (ang. »European Molecular Biology Open Software Suite«) (Rice in sod., 
2000) z namenom združevanja kontigov v enotno zaporedje. Poiskali smo kodirajoče 
sekvence (EMBOSS Extractfeat) in jih prevedli v aminokislinski jezik (EMBOSS Transeq). 
 
Na tako pripravljenih sekvencah smo izvedli BLAST poizvedbo (ang. »Basic Local 
Alignment Search Tool«) (Altschul in sod., 1990), ter jih preiskali z orodjem HMMER za 
iskanje ujemanj (Eddy, 1998). Morebitna ujemanja smo locirali v genomu in odseke sekvenc 
izolirali s pomočjo programa Artemis (Carver in sod., 2012). S pomočjo orodja LipoP 
(Juncker in sod., 2003) smo sklepali o prisotnosti signalnih peptidov. 
 
EMBOSS Union: 
Orodje, iz zbirke prosto dostopnih programov EMBOSS, ki omgoča združevanje zaporednih 
nukleotidnih ali aminokislinskih sekvenc. Omogoča tudi iskanje prekrivanj sosednjih 
zaporedij in lahko upošteva informacije o funkciji zaporedij (Rice in sod., 2000). 
 
EMBOSS Extractfeat: 
To orodje v sekvencah (iz ene ali več datotek) poišče regije, ki so anotirane kot kodirajoče, 
ter jih prepiše v skupno datoteko. Regijam, katerih nukleotidno zaporedje je zapisno v 3'-5' 
smeri verige (ang.: »reverse«), pred zapisom v skupno datoteko pripišejo obratno-
komplementarni par iz 5'-3' verige (ang.: »forward«) (Rice in sod., 2000). 
 
EMBOSSS Transeq: 
Gre za preprosto orodje, ki omogoča prepis zaporedij iz nukleotidnih v aminokislinska. 




Eno najpogosteje uporabljanih orodij v molekularni biologiji oz. bioinformatiki išče odseke 
lokalne podobnosti med sekvencami (nukleinsko kislinskimi ali beljakovinskimi). Glede na 
primerjavo z bazo podatkov ovrednoti statistično signifikantnost ujemanj in omogoča 
sklepanje o funkcionalni ali evolucijski povezavi med zaporedji (Altschul in sod., 1990). 
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Program HMMER se uporablja za iskanje homolognih sekvenc v bazah podatkov in 
izdelovanje poravnav homolognih sekvenc. Deluje na osnovi verjetnostnih statističnih 
modelov, osnovanih na principu SMM (skritih modelov Markova) ali angleško HMM 
(»Hidden Markov Model«) (Eddy, 1998). 
 
 
Slika 5: Grafični prikaz delovanja SMM na primeru izdelave poravnave aminokislinskega zaporedja. Z »M« 
so označena mesta ujemanja, »D« predstavlja delecijo in »I« insercijo aminokisline (povzeto po EMBL-EBI, 
2019). 
Ob izdelavi poravnav homolognih sekvenc se SMM zanaša na informacije o pogostosti 
pojava določenega nukleotida ali (v našem primeru) aminokisline. Skupaj z verjetnostjo 
pojavnosti aminokisline in frekvenco pojavnosti mutacij (točkovnih insercij ali delecij) 
lahko sklepa o najverjetnejši aminokislini, ki zaseda določen položaj v zaporedju (Slika 5). 
Vsak prehod med dvema stanjema (med sosednjima aminokislinama) je ovrednoten z lastno 
verjetnostjo, na podlagi katere se stanje spremeni ali pa ostane enako (Eddy, 1998). 
 
LipoP: 
Orodje omogoča zaznavo in razločevanje med signalnimi peptidi tipov I in II (ter nekaterimi 
drugimi) in je namenjeno lažji opredelitvi lokalizacije membranskih in citoplazemskih 
beljakovin. Deluje na osnovi SMM in zadetkom pripiše oceno (ang. »score«), ki predstavlja 
logaritemsko vrednost verjetnosti rezultata (Juncker in sod., 2003).  
 
Izračun uteži v primerjavi izvora sevov: 
Obravnavanih 91 genomov smo razvrstili med 11 različnih ekoloških niš. Izračunali smo 
delež zastopanosti za vsako izmed njih (š𝑡. 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑚𝑜𝑣𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 š𝑡. 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑚𝑜𝑣𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎⁄ ). Nato 
smo privzeli, da je v naravi (populaciji) razporeditev po ekoloških nišah enakomerna (enako 
število predstavnikov v vsaki ekološki niši). Na podlagi izračunanih deležev za posamezno 
ekološko nišo (%𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 in %𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎) smo izračunali utež kot razmerje obeh deležev 
(%𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 %𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎⁄ ).  
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3.2.2 Gojitveni testi 
 
Modificirana Hungate tehnika: 
Za delo z izbranimi mikroorganizmi, ki so striktni anaerobi, smo uporabili modifikacijo t.i. 
Hungateove tehnike, ki jo je kot prvi opisal Robert E. Hungate (1969). Namesto epruvet s 
trdnim gojiščem na stenah (ang.: »roll tubes«) smo uporabljali tekoče gojišče, v epruvetah z 
zoženim vratom in zamaški iz gume, ki onemogočajo prehod plinov. Gojišča smo po pripravi 
prepihali z ogljikovim dioksidom in neprodušno zaprli, vse nadaljnje posege (npr. 
inokulacijo, dodajanje substratov, odvzem vzorcev) pa smo izvajali ob prepihovanju s CO2 
ali s prebadanjem z iglo skozi zamašek. Podobno tehniko leta 1974 opišeta Miller in Wolin, 
za lastne potrebe smo prilagodili nekaj malenkosti. 
 
Merjenje optične gostote: 
Rast mikroorganizmov v tekočem gojišču smo spremljali s pomočjo merjenja optične 
gostote s spektrofotometrom. Žarek določene valovne dolžine (v našem primeru 600 nm) se 
v primeru prosojne raztopine – npr. v prosojnem gojišču brez večjih motenj prebije skozi 
vzorec (Slika 6, primer A). Kadar je vzorec moten – npr. zaradi rasti mikroorganizmov v 
gojišču, pa se žarek na površini delcev (bakterijskih celic) lomi, odbija in sipa v različne 
smeri, zaradi česar detektor zazna manjšo prepustnost svetlobe (višjo absorbanco ali optično 
gostoto) (Matlock, 2017). 
 
 
Slika 6: Princip spektrofotometričnega merjenja motnosti: pot žarka v primeru prosojnega (A) ali motnega 
medija (B) (povzeto po Matlock, 2017). 
Štetje celic v sveži kulturi: 
Za štetje celic smo uporabili števne komore Marienfeld Neubauer-improved, globine  
0,01 mm. Princip uporabe števnih komor temelji na opredelitvi števila v znanem volumnu 
kulture glede na znane dimenzije števne komore oz. mreže (Marienfeld & Co., 2018). 
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3.2.3 Molekularne tehnike 
 
Gelska agarozna elektroforeza: 
Ena izmed najbolj vsestranskih metod deluje na principu ločevanja nabitih molekul različnih 
velikosti v agaroznem gelu. Osnovni pristop, uporaben za ločevanje molekul nukleinskih 
kislin, je natančen (glede na koncentracijo agarja v gelu) v območju med 100 bp in 25 kb. 
Manjše molekule lažje neovirano potujejo skozi gel in se zato hitreje premikajo po gelu, 
večje pa za njimi zaostanejo (Aaij in Borst, 1972). Kot označevalec se običajno uporablja 
etidijev bromid (pogosto okrajšano Et-Br); fluorescentno barvilo, ki se vrine med bazne pare 
nukleinskih kislin (Sharp in sod, 1973). 
 
Izolacija celokupne RNA in odstranjevanje odvečne DNA iz gojišča: 
RNA testnih sevov smo izolirali z reagentom Trizol. Bakterijske kulture smo preko noči 
inkubirali pri 37 °C. S 100 µl te kulture smo inokulirali 5 ml modificiranega gojišča M330 
in inkubirali pri 37 °C do dosega eksponentne faze rasti oz. vsaj OD600 = 0,3 (čas odvisen od 
seva in substrata v gojišču). V primeru gojišč s substrati, kjer je bila rast slabša (gvanozin, 
DNA), smo inokulirali po štiri epruvete s 5 ml gojišča. 
 
Dodaten korak; zgolj za kulture z dodatkom DNA: 
Po koncu gojenja smo kulture centrifugirali 10 minut pri 3000 obratih na minuto in 20 °C. 
Odlili smo približno ¾ supernatanta in resuspendirali pelet celic v preostanku gojišča. 
Koncentrirano suspenzijo celic iz štirih pet-mililitrskih epruvet smo združili v eno. 
Koncentratu smo dodali 10 µl deoksiribonukleaze I (DNaze I) in enako količino reakcijskega 
pufra z MgCl2, ter inkubirali 30 minut na 37 °C. 
 
Kulture smo ponovno centrifugirali 10 minut pri 3000 obratih na minuto in  
20 °C, nato pa odlili supernatant. Celicam v peletu smo dodali 2,0 ml reagenta Trizol, močno 
premešali in inkubirali pri sobni temeperaturi 5 minut. Suspenzijo smo prelili v 
mikrocentrifugirko, dodali 0,4 ml kloroforma, 15 sekund močno stresali in 3 minute 
inkubirali na sobni temperaturi. Centrifugirali smo 15 minut pri 12000×g in 4 °C. Vodno 
fazo smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko in dodali 1,0 ml izopropanola. Inkubirali 
smo 10 minut pri sobni temperaturi, nato pa centrifugirali 10 minut pri 12000×g in 4 °C. 
Precipitirano RNA smo sprali z 1,0 ml 75% etanola in centrifugirali 5 minut pri 7500×g in 
4 °C. RNA smo raztopili v 50 µl sterilne vode, izolate pa smo shranili v zamrzovalniku  
(pri -70 °C). 
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Za pripravo čiste RNA (brez DNA) smo v sterilno mikrocentrifugirko brez nukleaz dodali: 
• približno 1 µg  skupne RNA, 
• 1 µl   reakcijskega pufra z MgCl2 (založna koncentracija 10x) 
• 9 µl   vode brez DNaz ali RNaz, 
• 1 µl    DNaze. 
 
Tako pripravljeno reakcijsko mešanico smo 60 minut inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C. Za 
zaustavitev DNazne aktivnosti smo dodali 1 µl EDTA in zmes 10 minut inkubirali pri 65 °C. 
 
V sterilno mikrocentrifugirko brez nukleaz hlajeno na ledu smo dodali: 
• približno 1 µg  očiščene skupne RNA, 
• 15-20 pmol   povratnega (ang.: »reverse«) začetnega oligonukleotida, 
• do 12,5 µl sk. vol. vode brez DNaz ali RNaz. 
 
V izogib sekundarnim strukturam smo nežno premešali, centrifugirali nekaj sekund in 
inkubirali 5 minut pri 65 °C. Ohladili smo na ledu, ponovno centrifugirali nekaj sekund in 
nato v mikrocentrifugirko dodali še: 
• 4 µl    petkratnega reakcijskega pufra, 
• 0,5 µl (20 U)  RiboLock inhibitorja RNaze, 
• 2 µl    raztopine dNTP (10 mM založna konc., 1 mM končna konc.), 
• 1 µl (200 U)   RevertAid reverzne transkriptaze. 
 
Za negativno kontrolo reakcije smo reverzno transkriptazo nadomestili z dodatnim 
mikrolitrom vode (do skupno 13,5 µl). 
 
Skupni volumen reakcijske zmesi v mikrocentrifugirki je bil 20 µl. Ker smo uporabljali 
gensko specifične začetne oligonukleotide, smo inkubirali reakcijsko zmes 60 minut pri  
42 °C. Reakcijo smo ustavili z 10-minutno inkubacijo pri 70 °C.  
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rt-PCR v realnem času: 
PCR v realnem času nam omogoča kvantifikacijo DNA – v tem primeru gre za relativno 
kvantifikacijo cDNA sintetizirane iz izolirane celokupne RNA. Za osnovo primerjave smo 
uporabili izolate iz gojišča z glukozo, kjer je bila rast seva optimalna.  
 
V sterilno mikrocentrifugirko brez nukleaz smo pripravili reakcijsko zmes sestavljeno iz: 
• 0,2 µM   vodilnega (ang.: »forward«) začetnega oligonukleotida, 
 
Za gene susC, nucA in nucB: 
• 0,15 µM   povratnega (ang.: »reverse«) začetnega oligonukleotida, 
Za gen 16S: 
• 0,2 µM   povratnega (ang.: »reverse«) začetnega oligonukleotida, 
 
• 1x    KAPA SYBR Master Mix (iz založne koncentracije 2x), 
• 0,8 µl   zmesi matrične cDNA iz koraka reverzne transkripcije, 
• do 20 µl sk. vol. vode brez DNaz ali RNaz. 
 








• 95 °C – 3 minute, 
• 40 ponovitev: 
o 95 °C – 5 sekund, 
o 59 °C – 50 sekund, 
• 72 °C – 5 minut, 
• 8 °C – do shranjevanja v zamrzovalniku (-20 °C). 
 
 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za izbrani sev P. bryantii B14. 
Gen Usmeritev Zaporedje oligonukleotida Dolžina 
16S 
vodilni 5'-AAA TGT CCG GGC TCA ACC T-3' 19 nt 
povratni 5'-ACC GCT ACA CCA CGA ATT CC-3' 20 nt 
susC 
vodilni 5'-GCT TTG GGC ATA GGC TAC GA-3' 20 nt 
povratni 5'-TTC ATT TCA GGA GCA GCG AAA-3' 21 nt 
nucA 
vodilni 5'-AAG TCG TTT CAG TGC CAG TTT CT-3' 23 nt 
povratni 5'-TTC ACG AAG CAA AGA GTC TTT AAC A-3' 25 nt 
nucB 
vodilni 5'-TTT TAG CCA TGG GCG TAT TAG C-3' 22 nt 
povratni 5'-GGC CCA GAT GTA GAT GTT GAA TT-3' 23 nt 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 BIOINFORMACIJSKI PREGLED SKUPKOV 
 
Med 91 genomskimi sekvencami smo najprej poiskali skupke, homologne tistim iz genoma 
Prevotella bryantii B14. Poizvedba je obsegala 5 genov (Slika 7; PBR_1845 – PBR_1850). 
Njihovi produkti funkcijsko ustrezajo dvema domnevnima nespecifičnima nukleazama – 
NucA (PBR_1850) in NucB (PBR_1845) (Accetto in Avguštin, 2007; Accetto in Avguštin, 
2008), med njima pa se nahajajo geni, ki kodirajo za različne lipoproteine, podobne genom 
susC, susD in susE. Podrobni rezultati poizvedbe so na voljo v prilogah (Priloga A3). Za 
lažje razumevanje (in ob pomanjkanju primernejšega poimenovanja), bomo v nadaljevanju 
dela obdržali imena iz sistema sus, čeprav gre v resnici zgolj za paraloge teh genov. 
 
 
Slika 7: Posnetek zaslona v pregledovalniku sekvenc Artemis (Carver in sod., 2012). Tarčni geni za poizvedbo 
so označeni z odebeljeno obrobo. 
Poleg ujemanja zaporedja je bil kriterij tudi lokalizacija genskega zaporedja – če tarčni geni 
niso bili v neposredni bližini drug drugega, zadetka nismo upoštevali kot relevantnega. Na 
podlagi tega kriterija smo izločili več 10 zadetkov, kjer so bili geni, homologni kodirajočim 
za nespecifične nukleaze prisotni na več lokacijah genoma, a v bližini ni bilo para (torej 
homolog nucA brez nucB, ali obratno) ali homologov sus genov (Preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Prikaz pojavnosti in arhitekturne ohranjenosti skupkov med pregledanimi genomskimi 
zaporedji. Popolni skupki so tisti, v katerih smo našli vseh 5 genov; v nasprotnem primeru smo skupek 
opredelili kot nepopolnega. 
  Število Odstotek ohranjenosti [%] 
Pregledanih 
genomov 
Prevotella 80 100 
Bacteroides 11 100 
Skupno 91 100 
Brez zadetkov 
Prevotella 18 41 
Bacteroides 4 36 
Skupno 22 24 
Popolni skupki 
Prevotella 47 57 
Bacteroides 0 0 
Skupno 47 51 
Nepopolni in 
popolni skupki 
Prevotella 62 59 
Bacteroides 7 64 
Skupno 69 76 
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Med nepopolne skupke smo uvrstili tiste, pri katerih enega ali več izmed petih tarčnih 
zaporedij (nucB, nucA in susCDE) nismo zaznali. Izračunali smo tudi zastopanost 
posameznih genov (odstotek genomov, pri katerih smo gen zaznali v skupku), ter povprečno 
stopnjo homologije (povprečni odstotek ohranjenosti) posameznega proteina glede na  
P. bryantii B14 (Preglednica 9). 




NucB [%] SusC [%] SusD [%] SusE [%] NucA [%] 
Prevotella 
(n = 80) 
zastopanost 73 78 69 74 68 
homologija 48,3 ± 14,5 61,9 ± 12,0 47,2 ± 16,2 44,2 ± 14,2 67,0 ± 10,9 
Bacteroides 
(n = 11) 
zastopanost 91 64 36 / 64 
homologija 35,0 ± 5,2 32,0 ± 7,8 33,8 ± 3,5 / 45,9 ± 9,4 
Skupno 
(n = 91) 
zastopanost 75 76 65  65 67 
homologija 46,4 ± 14,4 58,9 ± 14,7 46,2 ± 16,0 44,2 ± 14,2 64,6 ± 12,7 
 
 
4.1.1 Zastopanost in homologija 
 
Izmed naštetih so bili najpogosteje ohranjeni homologi SusC (v 69 izmed 91 genomov oz. v 
76 % genomih). V arhetipnem sistemu PUL ta gen kodira za transportno beljakovino 
(kanalček), ki je ključnega pomena za delovanje celotnega sistema, zato je visoka pojavnost 
tega gena smiselna. Kanalček SusC pa naj bi imel tudi svoj »poklopec« (Glenwright in sod., 
2017) v obliki SusD in zato je zanimivo, da smo gen sus*D našli le v 65 % odkritih skupkov. 
To lahko pomeni, da Sus*C za pravilno delovanje ne potrebuje Sus*D, ali pa, da takšni 
skupki enostavno niso aktivni oz. imajo mogoče drugačno vlogo. Razlika med zastopanostjo 
Sus*C in Sus*D je manj očitna, če se osredotočimo zgolj na podatke za rod Prevotella  
(78 % (Sus*C) in 69 % (Sus*D)). To bi lahko nakazovalo na slabšo ohranjenost sistema med 
predstavniki rodu Bacteroides, a je naš vzorec (11 genomov) za takšno trditev premajhen. 
Razlog za to razliko bi bil lahko tudi v tem, da je osnova za vse primerjave genom 
predstavnice rodu Prevotella in je edino smiselno, da so temu bolj podobni predstavniki 
istega rodu. 
SusE naj bi imel zgolj pomožno vlogo pri vezavi škroba na kompleks, odgovoren za privzem 
(Cameron in sod., 2012). Če podatki o zastopanosti lahko nakazujejo pomembnost gena v 
sistemu, naj bi bil Sus*E po tem primeljiv s Sus*D. Zanimiv je podatek, da homologov gena 
susE med predstavniki rodu Bacteroides nismo zaznali. V genomih vrst rodu Prevotella je 
zato zastopanost višja (74 %). V nekaj primerih (6 genomov) je bil v skupku zaznan celo 
gen, ki je bil delno homologen kar z obema (susD in susE) – ker pa najverjetneje gre za 
paralogne duplikate, jih, v preglednici med rezultati, nismo upoštevali. 
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Nukleaza nuc*B je tako med predstavniki rodu Prevotella, kot tudi med Bacteroides pogosto 
zastopana (75 % genomov), pri nuc*A pa je ta odstotek nekoliko nižji (67 %). To bi lahko 
pomenilo, da ima nukleaza B pomembnejšo vlogo za delovanje sistema privzema in 
razgradnje nukleinskih kislin. 
Na osnovi podatkov o odstotkih homolognosti (Preglednica 9) bi lahko sklepali o 
ohranjenosti oz. medsebojni podobnosti proteinov med predstavniki skupin, a so standardni 
odkloni med podatki o homolognosti za posamezen gen preveliki (Slika 8), da bi na podlagi 
teh lahko postavili kakršnokoli trditev. Ocenimo lahko, da so mogoče proteini rodu 
Bacteroides nekoliko manj ohranjeni od ostalih. 
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Za funkcionalnost skupkov PUL je ključnega pomena umestitev posameznih komponent na 
ustrezno mesto – to velja tako za Sus-podobne lipoproteine vgrajene v membrano, kot tudi 
encime aktivne v izvenceličnem prostoru. Lokalizacija beljakovin tako v evkariontskih, kot 
tudi v prokariontskih celicah pa je v veliki meri odvisna od signalnih peptidov. Gre za  
20–25 aminokislin dolga zaporedja na N-koncu peptidne verige, ki nosijo informacijo o 
nahajališču nastajajočega proteina. Ta zaporedja prepoznavajo encimi, signalne peptidaze, 
ki takšne proteine ugnezdijo v membrano ali pa skoznjo izločijo (Coleman in sod., 1985). 
O nahajanju produktov preiskovanih genov smo sklepali na podlagi signalnih peptidov -  
prepoznavnih mest SP I in SP II (za signalni peptidazi I in II). Signalne peptide je bilo moč 
zaznati v praktično vseh pregledanih zaporedjih genov, po večini sta bila prisotna celo dva. 
Zadetki ovrednoteni z najvišjimi rezultati (t.i. prvi zadetki), predstavljajo statistično 
najverjetnejši prikaz dejanskega stanja. Pomembnost signalnih peptidov se kaže tudi s 
podatkom, da smo med 316 pregledanimi homologi našli zgolj 19 takšnih, ki nimajo 
signalnega peptida. 
 
Preglednica 10: Prikaz števila zadetkov poizvedbe z LipoP po posameznih genih (in skupni seštevek). 
število in tip 
zadetkov 
homolog, št. zadetka 
Signalni peptid  
tipa I 




prvi zadetek 1 59 60 
drugi zadetek 53 2 55 
Sus*C 
prvi zadetek 64 1 65 
drugi zadetek 2 12 14 
Sus*D 
prvi zadetek 11 41 52 
drugi zadetek 39 11 50 
Sus*E 
prvi zadetek 2 53 55 
drugi zadetek 53 1 54 
Nuc*A 
prvi zadetek 57 2 96 
drugi zadetek 3 7 10 
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Slika 9: Prikaz odstotka zaznanih signalnih peptidov (SP I in SP II) med pregledanimi homologi posameznega 
gena. Višina stolpca pove, pri kolikšnem odstotku preiskanih genomov smo zaznali signalni peptid. Obarvanost 
stolpca kaže na razmerje med zadetki (SP I proti SP II). 
Preglednica 10 in Slika 9 potrjujeta, da je lokacija produktov teh genov ključnega pomena, 
saj v skoraj 90 % preiskanih homologov najdemo vsaj en signalni peptid. Povprečne ocene 
prvih zadetkov (ang. »LipoP scores«) so se gibale nekje med 12 in 16, kar pomeni, da so 
rezultati statistično močno signifikantni; za primerjavo – Juncker in sod. (2003) opredelijo 
že ocene okrog 6 kot »visoke«. Pri treh od petih (Nuc*B, Sus*D in Sus*E) tarčnih zaporedij 
je pogost tudi drugi zadetek. Ocene teh so nekoliko nižje (med 5 in 12), a vseeno kažejo na 
zelo verjetno dejansko prisotnost teh zaporedij v preiskovanih odsekih. Točne ocene za prve 
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Glede na pretekla dognanja o delovanju sistemov sus in njim podobnih vemo, da so 
homologi SusCDE locirani v zunanji celični membrani bakterij. Ker gre za po Gramu 
negativne predstavnike bakteroidet, to na prvi pogled tudi pojasni naše rezultate za Sus*D 
in Sus*E – do celične membrane lipoproteina prideta s pomočjo signalne peptidaze tipa II, 
ki prepozna SP II (Pugsley, 1993). 
Nekoliko nepričakovani pa so podatki za sus*C, ki nakazujejo odsotnosti t.i. 
lipoproteinskega signalnega peptida (SP II) pri večini pregledanih tarčnih sekvenc. Podobno 
kot za ostala dva sus homologa lahko sklepamo, da s pomočjo prepoznave SP I (lipo)protein 
pride do periplazme, a ker gre za transportni peptid (kanalček), bi moral biti Sus*C lociran 
v zunanji celični membrani. Ker med homologi sus*C nismo zaznali drugega signalnega 
peptida, lahko sklepamo, da se umestitev v membrani doseže po drugi poti. 
Poleg lokalizacije s pomočjo signalnih peptidov in sistemov, ki te prepoznavajo, obstajajo 
še drugi načini lokalizacije lipoproteinov – eden izmed njih je sistem Lol (ang. »Localization 
of lipoprotein«). Gre za sodelovanje proteina LolA z ABC-prenašalcem (ang. »ATP Binding 
Cassette«), ki ga kodirajo geni lolCDE. Lipoprotein ob hidrolizi ATP z LolA tvori v vodi 
topen kompleks, ki s pomočjo difuzije pripotuje do zunanje celične membrane, kjer se 
prenese na LolB in integrira v membrano (Yakushi in sod., 2000). Sistem je bil sicer 
podrobno opisan v proteobakterijah (npr. Narita in Tokuda, 2006), a ugotovitve Sutcliffe in 
sod. (2012) nakazujejo, da gre za sistem, ki je pri bakterijah vseprisoten, ortologe genov lol, 
pa so našli tudi pri bakteroidetah. 
Rezultati poizvedbe z LipoP kažejo tudi, da bi bila lahko nukleaza Nuc*B pritrjena v zunanjo 
celično membrano, saj vsebuje oba signala (SP I in SP II) medtem ko je Nuc*A verjetno 
lokalizirana v periplazmi (SP I). 
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4.1.3 Ohranjenost in ekološki izvor 
 
Večina preiskovanih genomov je vključevala tudi podatke o izvoru, zato smo želeli preveriti, 
če je vidna povezava med ekološko nišo mikroorganizma in ohranjenostjo skupkov. 
 
V naši populaciji (91 genomov) je velika večina sevov izvirala iz vampa prežvekovalcev  
(33 genomov), ustne votline (31) ali črevesja (13). Manj zastopane ekološke niše so 
vključevale še urogenitalne izolate (5) in izolate iz plodovnice (2), kulture krvi (1), kože (1) 
ali dihal (1). Med prostoživečimi predstavniki je bilo predstavnikov manj; sevi iz prsti (2) in 
blata v čistilni napravi (1). Najbolj eksotičen vir pa je verjetno golša hoatzina (1) – to je 
tropska ptica, katere prebavila (Slika 10) so zasnovana na podoben način kot 




Slika 10: Prikaz anatomije zgornjega dela prebavil hoatzina (A) in shema prebavnega trakta z označenimi deli 
(B) (povzeto po Godoy-Vitorino in sod., 2008). 
 
Izkazalo se je, da zaradi razpršenosti sevov oz. neenakomerne porazdelitve po življenjskih 
prostorih težko sklepamo o povezavah med lastnostmi skupkov in izvornim ekosistemom 
teh bakterij.  
 
Slika 11 predstavlja zbrane podatke za najbolj zastopane izvorne življenjske prostore v 
našem naboru genomov. Glede na zgoraj omenjeno neenakomerno porazdelitev izvora 
obravnavanih genomov, smo z namenom točnejšega prikaza realne slike izračunali 
koeficient uteži. Ta privzame, da je porazdelitev vrst po različnih izvornih življenjskih 
prostorih v naravi enakomerna. Izračunana vrednost koeficienta je merilo za nezanesljivost 
podatkov; višja vrednost pomeni manj zanesljiv rezultat, ki je osnovan na (pre)majhnem 
vzorcu. Koeficient uteži ni upoštevan v izračun prikazanih vrednosti, temveč je prikazan na 
sekundarni osi za lažje razumevanje in interpretacijo podatkov. 
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Druga informacija, ki jo prikazuje ta slika pa je arhitekturna ohranjenost skupkov glede na 
izvor izolata. Ta je predstavljena kot povprečni odstotek genov najdenih v skupku (100 % 
predstavlja 5/5 genov) in je najvišja v sevih iz ustne votline. To bi lahko pomenilo, da se 
ustni oportunistični patogeni pogosteje zanašajo na mehanizme razgradnje in privzema 
nukleinskih kislin, kot npr. vrste v vampu ali črevesju. 
 
 
Slika 11: Ohranjenost števila genov v skupkih za tri najbolje zastopane ekosisteme. Koeficient uteži je 
izračunan na podlagi vseh podatkov in predpostavlja enakovredno razporeditev predstavnikov v naravi. 
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4.2 GOJITVENI TESTI – PRINCIP IN OSNOVNI POTEK TESTIRANJA 
 
Opremljeni s pridobljenimi informacijami analiziranih genomov smo izbrali šest sevov, s 
pomočjo katerih bi na podlagi gojitvenih testov lahko izvedeli več o njihovi sposobnosti 
privzema in razgradnje eksogenih nukleinskih kislin. 
 
Preglednica 11: Nabor šestih sevov, njihove oznake tekom nadaljnjega testiranja in podatki o ohranjenosti 
skupkov. 
  Podatki o skupku 





Prevotella bryantii B14 B14 5/5  (osnova za primerjavo) 100 % 
Prevotella bryantii TC1-1 TC1-1 5/5 93 % 
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 B.TIO 4/5 43 % 
Prevotella ruminicola Ga6B6 Ga6B6 5/5 66 %  
Prevotella sp. MA2016 MA2016 0/5  / 
Prevotella sp. 4-65 4-65 5/5 49 % 
 
P. bryantii B14 je služila že kot referenca za bioinformacijsko analizo, vključili pa smo tudi 
sev P. bryantii TC1-1, ki je zanimiv zato, ker očitno v zunajcelični prostor izloča mnogo 
manj nukleaze, kot B14 (Accetto in Avguštin, 2007). B. thetaiotaomicron je bila izbrana kot 
ena od predstavnic tega rodu z bolje ohranjenim skupkom (manjkajoč homolog SusD/E), ter 
dobro znanimi biokemijskimi lastnostmi (za lažjo manipulacijo in gojenje). Izbrali smo še 
nekaj predstavnic rodu Prevotella, tudi sev MA2016, kjer nukleazne aktivnosti nismo 
pričakovali. 
 
Preverili smo sposobnost rasti izbranih sevov v modificiranem gojišču M330 z dodatkom 
različnih komponent nukleinskih kislin in RNA, ter DNA.  
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Vsi substrati so bili dodani v koncentraciji 0,5 % ali 0,2 % (m/V) za slabše topna gvanozin 
in uridin. Uporabili smo zgolj ribonukleozide, imamo pa podatka za sposobnost rasti sevov 
na obeh sladkorjih. Nukleozidi se od nukleotidov ločijo po odsotnosti fosfatne skupine. 
Poleg dodanih substratov minimalni vir ogljika predstavljata manjša količina kvasnega 
ekstrakta in peptona v modificiranem M330. Rast v gojiščih brez dodanih substratov smo 
tretirali kot »ozadje« meritev, ki smo ga odšteli od izmerjenih vrednosti testnih gojišč (s 
substrati). Zabeležena rast v ozadju je bila okrog OD600 nm ≤ 0,1. 
Preverili smo rast vseh šestih sevov v vseh osmih modificiranih medijih. Vsak sev smo v 
posamezen medij nacepili v trojniku. Zaradi počasne dinamike pomnoževanja smo s 
pomočjo merjenja optične gostote rast spremljali 5-7 dni z inkubacijo pri 37 °C v anaerobnih 
razmerah (zrakotesne Bellco epruvete). 
Za negativno kontrolo smo vsak sev nacepili v modificirano M330 gojišče brez dodanega 
substrata; izmerjene vrednosti optične gostote teh smo odšteli od povprečnih izmerjenih 
vrednosti trojnikov. Preverjali smo tudi inokulum; živost in sposobnost rasti v gojišču z 
dodatkom glukoze, kot enega izmed preferenčnih virov ogljika. Glukoza je bila gojišču 
dodana v enaki koncentraciji, kot substrat. Maksimalna dosežena koncentracija celic 
(optična gostota) v gojišču z glukozo je predstavljala 100 %, ki smo jo nato primerjali z 
rastjo na ostalih substratih. Za kontrolo medija in substrata smo uporabili nenacepljeno 
gojišče z dodanim enakim substratom. 
Poskus za vsak substrat smo z vsakim testnim mikroorganizmom ponovili dvakrat. 
Rezultati so glede na strukturo eksperimentalnega dela predstavljeni za vsak substrat ločeno, 
v dodatnem poglavju diskusije pa povzamemo skupne ugotovitve vseh testov. 
Prikazani so doseženi maksimalni izmerjeni OD600 nm, ter prej omenjeni odstotki dosežene 
maksimalne rasti na glukozi za posamezen substrat. Rezultati (odstotki) so povprečne 
vrednosti, izračunane na podlagi trojnikov (za posamezen sev) in dveh ponovitev testiranja 
za vsak substrat. 
Za kontrolo metode smo uporabili sev Selenomonas ruminantum DSM2150. Gre namreč za 
vrsto, za katero je Michael A. Cotta (1990) pokazal sposobnost rasti na nukleozidih. 
V poglavju PRILOGA B: RASTNE KRIVULJE, NAPAKE MERITEV so predstavljeni 
podrobnejši podatki – rastne krivulje in standardni odkloni meritev. Slednjih zaradi boljše 
preglednosti nismo vključevali na grafe in so predstavljeni v obliki preglednic. Standardni 
odkloni meritev so bili v večini primerov manjši od 0,1 enote. 
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Slika 13: Dosežen odstotek rasti na ribozi v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Rast vseh predstavnikov rodu Prevotella je komaj zaznavna. B. thetaiotaomicron pa prav 
nasprotno, očitno lahko s pridom uporabi ribozo, kot glavni vir hranil v gojišču in v takšnem 
okolju relativno dobro uspeva (Slika 13). 
 
 
Slika 14: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (riboza) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem (Slika 14). Vse 
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Osnova za drug tip nukleozidov pa je deoksiriboza, ki se od riboze razlikuje v odsotnosti 
kisikovega atoma na C2 položaju sladkorne verige. 
 
 
Slika 15: Dosežen odstotek rasti na deoksiribozi v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Rast na deoksiribozi je, podobno kot v primeru riboze, skorajda zanemarljiva – tokrat tudi v 
primeru B. thetaiotaomicron (Slika 15).  
 
 
Slika 16: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (deoksiriboza) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem (Slika 16). Vse 
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Dušikova baza citozin v povezavi z ribozo tvori pirimidinski nukleozid citidin.  
 
 
Slika 17: Dosežen odstotek rasti na citidinu v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Tudi citidin očitno za testne seve ne predstavlja optimalnega nutrienta. Opazno rast smo 
zaznali pri B. thetaiotaomicron (Slika 17), a to verjetno lahko pripišemo prej opisani 




Slika 18: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (citidin) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem (Slika 18). Vse 
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Uridin je še drugi pirimidinski nukleozid; torej kombinacija riboze in enoobročaste dušikove 
baze – uracila. 
 
 
Slika 19: Dosežen odstotek rasti na uridinu v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Signifikantno rast na prekurzorju nukleinske kisline med testiranimi predstavniki rodu 
Prevotella smo zabeležili v primeru uridina. Uspešno ga je za rast uporabil sev P. ruminicola 
Ga6B6, ki je dosegel okrog 15 % povprečne maksimalne rasti zabeležene v pozitivni kontroli 
(z glukozo). Zametki aktivnosti so opazni še pri sevih P. bryantii (B14 in TC1-1), ter pri 
Bacteroides thetaiotaomicron (Slika 19). 
 
 
Slika 20: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (uridin) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem (Slika 20). Vse 
negativne kontrole so bile ustrezne.  
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Slika 21: Dosežen odstotek rasti na gvanozinu v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Zaradi slabe topnosti je bila koncentracija substrata v modificiranem gojišču zgolj okrog  
0,2 % (m/V). Vsi testirani sevi so na gvanozinu izkazovali sposobnost rasti, ki je dosegla 
približno tretjino tiste, zabeležene na glukozi (Slika 21). 
 
 
Slika 22: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (gvanozin) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je bila v primeru Ga6B6 in MA2016 nižja, kot 
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Slika 23: Dosežen odstotek rasti na adenozinu v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Zaradi slabe topnosti je bila koncentracija substrata v modificiranem gojišču zgolj okrog  
0,2 % (m/V). Relativno visoko rast na adenozinu smo zabeležili pri obeh sevih vrste 
Prevotella bryantii (B14 in TC1-1), ter pri P. ruminicola Ga6B6. Zanimivo je tudi, da  
B. thetaiotaomicron očitno ni zmožna kot glavni vir hranil uporabiti adenozina, kljub dobri 
sposobnosti rasti na gvanozinu (Slika 23). 
 
 
Slika 24: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (adenozin) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je bila v primeru Ga6B6 in MA2016 nižja, kot 










































































Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 37 
4.2.3 Nukleinske kisline 
 
4.2.3.1 Ribonukleinska kislina (RNA) 
 
RNA je polimer ribonukleotidov, ki se zaporedno povezujejo v verigo, ki je lahko enojna ali 
dvojna, če se nukleotidi v parih povežejo s komplementarno verigo. 
 
 
Slika 25: Dosežen odstotek rasti na RNA v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Na tem substratu sta pokazali sposobnost rasti obe predstavnici P. bryantii (predvsem sev 
TC1-1), ter P. ruminicola, rasti pri ostalih sevih pa nismo zaznali (Slika 25). 
 
 
Slika 26: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (RNA) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem (Slika 26). Vse 
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4.2.3.2 Deoksiribonukleinska kislina (DNA) 
 
DNA je polimer deoksiribonukleotidov in je v obliki dvojne vijačnice molekula, ki hrani 
genski zapis skoraj vseh oblik življenja. Meritve za DNA predstavljene v tem poglavju so 
brez odštetih vrednosti negativne kontrole (medij + substrat, brez inokuluma) zaradi težav z 
merjenjem OD opisanih v poglavju 4.2.3.3. in zato niso reprezentativen prikaz realnosti. 
 
 
Slika 27: Dosežen odstotek rasti na DNA v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo pozitivne kontrole. 
Slika 27 v tem primeru ni prikaz dejanskega stanja, ker so absolutne vrednosti maksimalne 
dosežene rasti sevov zelo podobne ena drugi (Slika 28). V nadaljevanju je predstavljeno 
dodatno preverjanje rasti na tem substratu, skupaj z boljšim prikazom rezultatov. 
 
 
Slika 28: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot v prisotnosti substrata (DNA) in 
pozitivne kontrole (glukoza). 
Rast sevov v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem. Vse negativne 
kontrole so bile ustrezne.   
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4.2.3.3 Dodatno preverjanje zaznavanja rasti v prisotnosti DNA 
 
Z namenom merjenje razlike v OD, ki je posledica zgolj povečevanja koncentracije 
mikroorganizmov smo za vsak substrat od teh meritev odšteli vrednost OD izmerjeno v 
enakem gojišču z enako koncentracijo substrata, a brez začetnega inokuluma 
mikroorganizmov. Ta pristop se je izkazal za ustreznega pri vseh substratih, z izjemo DNA. 
 
V epruvetah brez dodatka mikroorganizmov se je DNA po nekaj dneh inkubacije zgolj 
raztopila do nasičenosti medija in tvorila zelo viskozno, gelu podobno strukturo, z višjo 
optično gostoto, ki pa ni bila posledica pomnoževanja mikroorganizmov (Slika 29 – desno 
zgoraj). V epruvetah z inokulumom se je tekom inkubacije zaradi aktivnosti 
mikroorganizmov DNA porabljala. Na račun tega se je OD manjšal (zaradi zmanjševanja 
viskoznosti gela), hkrati pa povečeval zaradi rasti mikroorganizmov. 
 
 
Slika 29: Kosem DNA v modificiranem gojišču M330 v prisotnosti inokuluma in brez njega; primerjava 
začetnega stanja (levo) s tistim po nekajdnevni inkubaciji (desno). Desno zgoraj je opazna povečana viskoznost 
gojišča zaradi tvorbe gela. 
Zaradi tega pojava s pomočjo merjenja OD nismo mogli zagotoviti relevantnih rezultatov, 
zato smo se odločili za kontrolo s preprostejšim pristopom – štetjem celic v nativnem 
preparatu s pomočjo števne komore (sočasno z merjenjem OD). 
 
Rezultate štetja smo glede na mere števne komore predstavili kot število celic na mililiter 
kulture (Slika 30). 
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Slika 30: Prikaz podatkov o rasti sevov pridobljenih s štetjem v števni komori. Vsak stolpec predstavlja 
maksimalno zabeleženo rast za določene pogoje. Stolpec »Dodatek DNA« predstavlja rast sevov v 
modificiranem M330 mediju z dodatkom DNA, stolpec »Rast brez dodatka substratov« pa v enakem mediju 
brez dodatka DNA. 
V ponovitvi poskusa je bil problem z geliranjem sicer manj očiten, a še vedno lahko jasno 
vidimo določene razlike med obema pristopoma spremljanja rasti (Priloga B20, Priloga 
B21). Kljub temu pa lahko opredelimo signifikantno povečanje števila celic tudi po tem, ko 
upoštevamo (odštejemo) vrednosti meritev brez dodatka substrata (DNA), tako kot smo v 
predstavitvi rezultatov za ostale substrate. 
 
 
Slika 31: Povprečni maksimumi rasti ob dodatku DNA in brez njega – povprečene vrednosti štetja in merjenja 
OD. Stolpci »Razlika« predstavljajo absolutno povečanje števila mikroorganizmov na račun dodatka DNA v 
gojišče; manjkajoči stolpci pomenijo, da za določen sev ni bilo opaznega povečanja.  
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Slika 31 prikazuje rezultate, ki predstavljajo kombinacijo števil celic pridobljenih s štetjem, 
ter števil celic preračunanih iz meritev OD na podlagi korelacije med obema pristopoma. 
Teh rezultatov pa ne moremo prikazati na enak način, kot za ostale substrate, ker so 
korelacije med meritvami pozitivnih kontrol prenizke (posledica oteženega štetja celic v 
visoko koncentrirani kulturi, napaka zaradi redčenja pa je bila prevelika). Vseeno lahko 
ocenimo, da so pozitivne kontrole z glukozo dosegle gostoto nekje med 5×109 in 1×1010 
celic na mililiter kulture. 
 
 
4.2.4 Preverjanje pristopa s pomočjo S. ruminantnum 
 
Podobno, kot za posamezne substrate, smo v tem primeru spremljali rast seva Selenomonas 
ruminantum DSM2150 na vseh različnih substratih. 
 
 
Slika 32: Dosežen odstotek rasti S. ruminantum DSM2150 v primerjavi z maksimalno doseženo rastjo 
pozitivne kontrole za vsak posamezen substrat. 
V skladu s pričakovanji je sev pokazal sposobnost rasti v prisotnosti različnih substratov; v 
določenih primerih je ta celo presegala pozitivno kontrolo z glukozo (100 %). Slabša rast v 
prisotnosti DNA ne predstavlja realne slike zaradi težave z merjenjem OD opisane v 
prejšnjem poglavju. Pravilnejši prikaz realnega stanja je tudi za ta sev na slikah (Slika 30, 
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Slika 33: Povprečne maksimalne vrednosti izmerjenih optičnih gostot S. ruminantnum v prisotnosti različnih 
substratov in pozitivne kontrole (glukoza namesto vzorca). 
Rast seva v pozitivnih kontrolah z glukozo je ustrezala pričakovanjem. Vse negativne 
kontrole so bile ustrezne. 
 
 
4.2.5 Opažanja ob štetju celic v nativnem mikroskopskem preparatu 
 
Ob preverjanju zaznavanja rasti v prisotnosti DNA, opisanem v poglavju 4.2.3.3, smo 
opazili, da so nekatere celice tekom inkubacije pridobile sposobnost aktivnega gibanja. 
Ugotovitev nas je presenetila, ker gre za bakterije, pri katerih aktivno gibanje še ni bilo 
opisano, v njihovih genomih pa ni najti zapisov za sestavne dele bičkov. 
 
Preglednica 12: Prikaz ocene stopnje gibljivosti izbranih sevov v odvisnosti od časa inkubacije. 
sev 
čas 




DNA / / / / / / / 
GLU / / / / / / / 
24 h 
DNA / / / / / / / 
GLU / / / / / / / 
72 h 
DNA I II / II I I III 
GLU / / / / / / / 
141 h 
DNA I I / / I I I 
GLU / / / / / / / 
Legenda: 
I  
gibljivih ≤ 10 % 
II 
gibljivih 30–60 % 
III 
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Gibanje je bilo aktivno, smeri premikanja sosednjih bakterij pa so bile pogosto različne, kar 
pomeni, da ni šlo za pasivne premike zaradi kapilarnega toka pod krovnim stekelcem. Celice 
so se vrtele za menjavo smeri, v sekundi pa so se lahko premaknile tudi za več 10 µm. 
 
Z namenom izločitve možnosti kontaminacije z aerobi smo te vzorce precepili na bogato 
gojišče hranilnega agarja, kjer pri aerobni inkubaciji na 37 °C nismo zaznali nobene rasti.  
 
Po podrobnejšem opazovanju se izkaže, da so bile gibljive celice prisotne le v določeni fazi 
rasti – predvsem v eksponentni fazi. Opazili smo tudi, da predstavnica rodu Bacteroides ne 
kaže sposobnosti gibanja. Najbolj presenetljivo pa je dejstvo, da je bila gibljivost celic 
opažena zgolj v gojiščih z dodatkom DNA, ne pa tudi v kontrolah (gojišču z glukozo). 
 
Ker je to zgolj opažanje, ki pa ni pripomoglo k preverjanju hipotez te naloge, se nismo 
odločili za nadaljnje raziskovanje pojava. 
 
 
4.2.6 Testiranje DNazne aktivnosti 
 
Ob rasti sevov v gojišču z dodatkom DNA smo pričakovali zaznavno DNazno aktivnost, ki 
smo jo ocenili na podlagi dodatka DNA bakteriofaga Lambda. S pomočjo gelske 
elektroforeze smo preverili stopnjo razgrajenosti DNA ob inokulaciji (pred začetkom 
inkubacije) in po določenem času. 
 
 
Slika 34: Preverjanje DNazne aktivnosti S. ruminantum DSM 2150. Oznake: M = marker, D = gojišče z 
dodatkom DNA, S- = gojišče brez dodatka substrata; ozadje, oz. negativna kontrola, G = gojišče z dodatkom 
glukoze, DNaza = gojšče z dodatkom DNaze po inkubaciji. Uporabljen je 0,9 % agarozni gel in marker merila 
1 kb. DNA bakteriofaga Lambda je bila dodana vsem vzorcem G, S- in D po inkubaciji, ter vzorcu z DNazo.  
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Slika 35: Preverjanje DNazne aktivnosti P. bryantii B14. Oznake: M = marker, D = gojišče z dodatkom DNA, 
S- = gojišče brez dodatka substrata; ozadje, oz. negativna kontrola, G = gojišče z dodatkom glukoze, DNaza = 
gojšče z dodatkom DNaze po inkubaciji. Uporabljen je 0,9 % agarozni gel in marker merila 1 kb. DNA 
bakteriofaga Lambda je bila dodana vsem vzorcem G, S- in D po inkubaciji, ter vzorcu z DNazo. 
Vzorcem gojišč smo pred elektroforezo dodali 10 µl DNA bakteriofaga Lambda, ter 10 µl 
reakcijskega pufra (z MgCl2) in 30 minut inkubirali pri 37 °C. Slike preostalih testov DNazne 
aktivnosti so dostopne v poglavju PRILOGA B: RASTNE KRIVULJE, NAPAKE 
MERITEV. 
 
Pri vseh gojiščih, kjer se je pojavila rast na DNA, smo že na videz lahko opazili razgradnjo 
gelaste strukture, ki se je pojavila v začetku inkubacije, iz česar smo sklepali, da je prišlo do 
porabe oz. razgradnje substrata (Slika 29). 
 
Z zgornjih dveh slik lahko razberemo DNazno aktivnost v gojišču glede na stopnjo 
razgradnje dodane nukleinske kisline bakteriofaga (pas na gelu pri ~48 kb). V primeru 
Selenomonas (Slika 34) ni opaziti večjih razlik v razgradnji fagne DNA med časovnimi 
točkami. To bi lahko pomenilo, da te bakterije DNA cepijo hkrati s transportom v celico in 
v gojišču, zato nismo zaznali signifikantne količine razgrajenega substrata. Podoba pri  
P. bryantii (Slika 35) pa je precej drugačna – že po enodnevni inkubaciji je jasno vidna 
DNazna aktivnost, kar pomeni, da je sev v gojišče izločal DNaze. Očitno pa produkcija teh 
encimov ni odvisna od substrata v gojišču, saj je stopnja razgradnje fagne DNA podobna ob 
hitri rasti na glukozi, počasni rasti v prisotnosti DNA, ter celo minimalni rasti na gojišču 
brez dodanega substrata.  
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4.2.7 Gojitveni testi – povzetek ugotovitev 
 
Glede na skromno, skoraj zanemarljivo rast testnih sevov na obeh sladkorjih (ribozi in 
deoksiribozi) smo se odločili, da lahko preverimo sposobnost uporabe nukleozidov zgolj z 
ribonukleozidi (in ne tudi z njihovimi deoksi- alternativami). Nezmožnost rasti na teh 
substratih je sicer nekoliko nepričakovana, saj gre za preprosta ogljikova hidrata. Glede na 
prepričljivo rast predstavnice rodu Bacteroides (thetaiotaomicron) v prisotnosti riboze, 
verjetno drugi testni mikroorganizmi nimajo ustreznega sistema za privzem teh sladkorjev, 
ali pa v nastavljenih pogojih poskusa ti niso bili aktivni. 
 
 
Slika 36: Prikaz rasti testnih sevov na purinskih nukleozidih in nukleinskih kislinah. Na primarni ordinatni osi 
(levo) so prikazani podatki za rast sevov na obeh nukleozidih, ter RNA, na sekundarni osi (desno) pa podatki 
za rast sevov na DNA. Prikazanih vrednosti za DNA ne moremo direktno primerjati z vrednostmi za ostale 
substrate – prikazan je ocenjen približek dejanskega stanja. 
(Ne)uspešnost rasti lahko povežemo tudi z masnim razmerjem, ki ga zastopa sladkor (riboza) 
v nukleozidu (Preglednica 13). Sev, ki od riboze nima koristi in v njeni prisotnosti raste 
slabo, lahko na nukleozidih raste slabše tudi zato, ker riboza predstavlja približno polovico  
(46–59 %) masnega deleža v ribonukleozidu. Seveda bi lahko veljalo tudi obratno – če sev 
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Preglednica 13: Prikaz masnega razmerja riboze v ribonukleozidih. 
 Dušikova baza Ribonukleozid 
Adenin / Adenozin 
molska masa (g/mol) 135,13 267,24 
odstotek riboze (% m/m) 0 49 
Gvanin / Gvanozin 
molska masa (g/mol) 151,13 283,24 
odstotek riboze (% m/m) 0 46 
Uracil / Uridin 
molska masa (g/mol) 112,09 244,20 
odstotek riboze (% m/m) 0 59 
Citozin / Citidin 
molska masa (g/mol) 111,10 243,22 
odstotek riboze (% m/m) 0 54 
 
Podobno bi lahko razmišljali tudi v primerjavi rasti na nukleozidih z rastjo na nukleinskih 
kislinah. Če so torej celice sposobne privzema riboze in/ali nukleozidov, bi lahko bila stopnja 
rasti na DNA oz. RNA nižja zaradi razlike prisotnosti fosfata v nukleotidih. Na izražanje 
genov za privzem nukleinskih kislin bi lahko vplivala tudi potreba celice po fosfatu, kot 
enemu pomembnejših anorganskih rastnih faktorjev, v povezavi z njegovo koncentracijo v 
okolju. 
 
Rezultati testov z nukleozidi na prvi pogled kažejo preferenco za purinske nukleozide 
(gvanozin in adenozin), kar je sicer zanimivo, ker sta bila to tudi v našem mediju najslabše 
topna substrata – največja koncentracija, ki smo jo uspeli zagotoviti v gojišču je bila okrog 
0,2 % (m/V). Rasti na obeh – gvanozinu in adenozinu sta sposobna oba seva vrste  
Prevotella bryantii (B14 in TC1-1), kar pogojno velja tudi za P. ruminicola Ga6B6, ki sicer 
na adenozinu raste slabše. Preostali predstavnici rodu Prevotella – seva z oznakama 
MA2016 in 4-65 oba dobro rasteta v prisotnosti gvanozina, v gojišču z adenozinom pa je 
rast praktično nična. Še bolj očitna razlika med obema substratoma pa je pri  
B. thetaiotaomicron, ki na gvanozinu raste dobro, na adenozinu pa je rast na spodnji meji 
relevance. 
 
Na pirimidinskih nukleozidih – citidinu in uridinu je rast sevov slaba, kar nakazuje na način 
privzema, ki ni odvisen od vezave ali privzema purinskih nukleozidov. Edina signifikantna 
rast je opazna pri P. ruminicola Ga6B6 na uridinu. 
 
Glede na podatke o sposobnosti privzema in uporabe nukleinskih kislin lahko zaokrožimo 
sliko v povezano celoto. Izkaže se, da sta na teh dveh substratih sposobna rasti vrsti 
Prevotella bryantii in P. ruminicola. Gre sicer za zelo skromno rast, se pa ta sposobnost tudi 
sklada z ohranjenostjo genskih skupkov pri omenjenih vrstah.   
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Iz kombinacije ugotovljenih sposobnosti rasti lahko izpeljemo nekaj ugotovitev; na prvem 
mestu je slaba sposobnost rasti na večini substratov, ki so gradniki nukleinskih kislin v 
povezavi s prisotnostjo (oz. ohranjenostjo) skupkov v testnih mikroorganizmih. Na podlagi 
tega lahko sklepamo, da preferenčni substrat skupkov verjetno niso monomeri, temveč 
polimeri – torej nukleinske kisline. Glede na primerljive rezultate rasti na obeh (DNA in 
RNA) lahko predvidevamo, da sistem omogoča vezavo (in razgradnjo) tako dvojne, kot tudi 
enojne vijačnice, kar se sklada tudi z dejstvom, da je NucB sladkorno nespecifična nukleaza 
(Accetto in Avguštin, 2001). 
 
Ob teh ugotovitvah pa se pojavi vprašanje zakaj, navkljub ohranjenosti skupka v Bacteroides 
thetaiotaomicron, ta ne kaže sposobnosti uporabe nukleinskih kislin. Mogoče lahko to 
pripišemo zgolj razliki v prilagajanju na neugodno okolje, kjer B. thetaiotaomicron z večjim 
genomom za vzdrževanje bazalnega metabolizma potrebuje več energije, kot prevotele z 
manjšimi genomi. 
 
Zanimivo je tudi, da so rezultati gojitvenih testov za MA2016 precej podobni sorodnim 
sevom, kljub dejstvu, da v genomu seva ni najti homologov preiskovanih genov. To bi lahko 
pomenilo, da je med predstavniki rodu Prevotella prisotna sposobnost minimalnega 
privzema in razgradnje teh substratov, ali pa je to posledica drugih transportnih sistemov. 
Stopnja rasti je bila zelo nizka, saj naši testni sevi ne uspevajo dobro v gojiščih, kjer so glavni 
vir hranil aminokisline oz. peptidi (npr. pepton). Vse kaže tudi na dejstvo, da obstaja način 
za privzem gvanozina, ki je vseprisoten med testnimi sevi. 
 
Dodatna ugotovitev, ki jo lahko izluščimo iz pridobljenih rezultatov pa je ta, da sta za 
vezavo, ter posledično privzem in razgradnjo nukleinskih kislin ključnega pomena obe 
purinski bazi, pod pogojem, da ti sevi nimajo ločenih transporterjev za purine. Njuna 
nukleozida sta bila edina substrata izmed prekurzorjev nukleinskih kislin, na katerih smo 
zabeležili rast večih sevov. Sevi, ki so uspešno izkoriščali adenozin (B14, TC1-1, Ga6B6), 
so bili prav ti, ki so pokazali tudi sposobnost rasti na DNA in RNA (Slika 36). 
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4.3 OCENA STOPNJE IZRAŽANJA GENOV S POMOČJO RT-qPCR 
 
4.3.1 Priprave na PCR v realnem času 
 
V zadnji fazi laboratorijskega dela smo ugotovitve iz bioinformacijske analize in gojitvenih 
testov združili še z informacijo o stopnji izražanja genov v eksponentni fazi rasti. 
 
Osredotočili smo se na sev Prevotella bryantii B14, za katerega smo preverili stopnjo 
izražanja štirih genov (16S, sus*C, nuc*A in nucB) v štirih različnih gojiščih (z dodatkom 
glukoze - GLU, z dodatkom glukoze in podvojeno koncentracijo fosfatov – GLU+P, z 
dodatkom gvanozina – GVA in z dodatkom deoksiribonukleinske kisline – DNA). 
 
V prvem koraku smo iz kultur v eksponentni fazi rasti izolirali celokupno RNA. 
Eksponentna faza rasti za izbrani sev je bila različna glede na tip gojišča – v GLU in GLU+P 
je bila ta faza dosežena že po ~12 urah anaerobne inkubacije pri 37 °C, medtem ko smo za 
preostali dve gojišči čas podaljšali na ~72–96 ur. Čistost pripravljene RNA smo preverili s 
pomočjo gelske elektroforeze in izolacijo večkrat ponovili, ter modificirali metodo za 
kulture, ki so vsebovale DNA v gojišču (obdelava z DNazo pred izolacijo). Kljub temu na 
agaroznem gelu nismo videli pričakovanega vzorca z značilnimi fragmenti ribosomske 
RNA, temveč zgolj »oblak« vzdolž celotne poti fragmentov (Slika 37). Navkljub ne-




Slika 37: Primer gelske elektroforeze za preverjanje čistosti izolirane celokupne RNA. Oznake: M = marker, 
GVA = izolat iz gojišča z dodatkom gvanozina, DNA = izolat iz gojišča z dodatkom DNA, NK = kontrola dela, 
+P = izolat iz gojišča z dodatkom glukoze in fosfata, GLU = izolat iz gojišča z dodatkom glukoze. Uporabljen 
je 0,9 % agarozni gel in marker merila 1 kb. 
S pomočjo reverzne transkripcije smo nato pridobili cDNA odsekov genov, katerih stopnje 
izražanja smo želeli ugotoviti.  
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4.3.2 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (RT-qPCR) – rezultati 
 
Ob pomanjkanju zanesljivega standarda, na podlagi katerega bi lahko osnovali absolutno 
kvantifikacijo cDNA, smo se odločili za relativno kvantifikacijo genske ekspresije. Za 
normalizacijo smo uporabili količino 16S cDNA v gojišču z glukozo (referenčno gojišče). 
 
Vzorce amplikona 16S smo zaradi pričakovano visokih rezulatov za pripravo standarda 
najprej redčili 50-krat. Ostali vzorci niso bili dodatno redčeni. 
 
Za amplikon nucA nismo uspeli pridobiti reprezentativnih rezultatov zaradi prenizke 
učinkovitosti pomnoževanja (~64 %), ter pojava nespecifičnih pomnožkov, zato rezultati za 
ta amplikon niso obravnavani. 
 
 
Slika 38: Stopnja izražanja za amplikona sus*C in nucB – primerjava med različnimi gojišči. Prikazane 
vrednosti so normalizirane na podlagi stopnje izražanja amplikona 16S in kalibrirane za gojišče z dodatkom 
glukoze. Napaka je predstavljena v obliki standardnega odklona med posameznimi ponovitvami reakcij. 
Rezultate smo normalizirali na podlagi določenih stopenj ekspresije za gen 16S, za katerega 
smo privzeli enakomerno stopnjo izražanja in izračunane vrednosti SQ (začetne količine 
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Prikazani rezultati so povprečja treh neodvisnih ponovitev. V prvi ponovitvi so bile vse 
reakcije pripravljene v trojniku. V drugih dveh ponovitvah so bile reakcije za pripravo 
standardne premice pripravljene v dvojniku. Negativne kontrole PCR in negativne kontrole 
reverznih transkripcij so bile ustrezne (negativne). Učinkovitosti pomnoževanja so bile za 
amplikon 16S od 100–110 %, za sus*C od 78–94 % in za nucB od 93–98 %. Podroben 
pregled rezultatov je zbran v poglavju PRILOGA C: REZULTATI RT-qPCR. 
 
 
4.3.3 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (RT-qPCR) – razprava 
 
Hipoteza, ki smo jo postavili je domnevala, da je izražanje homologov sus in pridruženih 
nukleaz (nucA, nucB) višje v gojiščih z nukleinskimi kislinami ali njihovimi gradniki. Prav 
tako smo predvidevali, da bo povečanje koncentracije anorganskega fosfata v gojišču 
povzročilo nižjo stopnjo izražanja genov, če so ti odgovorni (tudi) za privzem fosforja. Na 
prvi pogled bi lahko rekli, da sicer rezultati hipotezo deloma ovržejo, a ob tem zanemarimo 




4.3.3.1 Vpliv fosfata na izražanje genov 
 
Fosfor v obliki fosfatov je za mnoge bakterije lahko za rast in razmnoževanje omejujoči 
dejavnik. Ker v tipični celici igra mnogo pomembnih vlog (v membranskih fosfolipidih, 
nukleinskih kislinah, ATP, gvanozin pentafosfatu...) je pomembno, da ga je v okolju na voljo 
dovolj. Bakterije običajno uravnavajo metabolizem fosfata preko globalnega regulatornega 
mehanizma – prvič opisanega v E. coli, kasneje pa še v mnogih drugih vrstah (Wanner in 
Chang, 1987). Regulon Pho nadzira predvsem aktivnost encimov odgovornih za 
shranjevanje fosfata, pa tudi tistih, odgovornih za privzem – transporterjev in encimov, ki so 
sposobni fosfate pridobiti iz organskih molekul (Santos-Beneit, 2015). V našem primeru 
smo v osnovnem gojišču (M330) celice soočili s koncentracijo fosfatov okrog 0,3 g/l gojišča, 
nato pa ga modificirali z dvakratno količino fosfata (~0,6 g/l). Cilj poskusa je bil, da celicam 
zadostimo vse potrebe po fosfatu in preverimo, če bo ob prebitku fosfata v gojišču upadla 
stopnja izražanja preiskovanih genov, kot potencialnega sistema za pridobivanje nukleinskih 
kislin oz. njihovih gradnikov (in fosfata).  
 
Rezultate stopnje ekspresije amplikonov sus*C in nucB iz gojišča z dvojno količino fosfata 
(GLU+P) lahko praktično neposredno primerjamo z referenčnim gojiščem (GLU), saj je bila 
kinetika rasti zelo podobna; µGLU = 1,600 in µGLU+P = 1,569 (približna izračuna glede na 
ocenjeno rast v kulturi po 8 urah). V primeru, da je tudi naš sistem v P. bryantii pod 
nadzorom sistema podobnega Pho regulonu, lahko ti rezultati pomenijo, da je višja količina 
fosfata v gojišču povzročila represijo sinteze genov za privzem fosfata (npr. sus*C, nucB...). 
 
V primeru gojišč z dodatkom gvanozina ali DNA pa rezultate lahko razumemo kot 
zmanjšano transkripcijo genov, ki niso del bazalnega metabolizma. Posledica odgovora na 
stresno okolje – revno gojišče z neugodnim virom hranil lahko sproži transkripcijo genov za  
stresne dejavnike, ki pomagajo celice ohraniti pri življenju, kljub trenutnim slabim pogojem 
(Boor, 2006).  
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4.3.4 Povezava ugotovitev PCR v realnem času z gojitvenimi testi 
 
Kvantifikacija pomnožkov iz genov, za katere so predvidevali, da so vpleteni v privzem in 
izrabo nukleinskih kislin, kaže na nižjo stopnjo izražanja v prisotnosti domnevnih 
substratov; gvanozina in DNA. Obstaja pa možnost, da so rezultati (Slika 38) nekoliko 
zavajajoči. 
 
V povzetku ugotovitev gojitvenih testov (4.2.7) govorimo o tem, da je bila rast na gojiščih z 
adenozinom, gvanozinom, RNA in DNA slabša, kot rast na gojišču z glukozo. Z vidika 
dosežene maksimalne koncentracije mikroorganizmov v gojišču je to seveda res, a dinamika 
rasti je bila med različnimi gojišči povsem drugačna. V gojiščih z nukleinskimi kislinami 
oz. njihovimi gradniki je bila rast mnogo počasnejša, kot v gojiščih z lahko-razgradljivo 
glukozo. Iz rastnih krivulj (PRILOGA B: RASTNE KRIVULJE, NAPAKE MERITEV) 
lahko razberemo, da je običajno eksponentna faza rasti testnih mikroorganizmov v manj 
optimalnih gojiščih trajala približno dva do tri dni. Na podlagi zbranih podatkov lahko 





 ... (1) 
 
kjer je: 
 µ konstanta hitrosti rasti 
 X1 število celic na mililiter kulture v začetku eksponentne faze rasti 
 X2 število celic na mililiter kulture pred koncem eksponentne faze rasti 
 t pretekli čas (v urah) med točkama X1 in X2 
 0,301 konstanta – pretvornik iz naravnega v desetiški logaritem 
 
 





= 𝟏, 𝟔𝟎𝟎 ... (2) 
 





= 𝟎, 𝟎𝟏𝟐 ... (3) 
 
Razlika med referenčnim medijem z glukozo in gojiščem z dodatkom nukleinske kisline je 
več kot očitna (µ𝑮𝑳𝑼 µ𝑫𝑵𝑨⁄ = 𝟏𝟐𝟗, 𝟒). Medtem ko rezultati kažejo eno, bi bile stopnje 
izražanja genov nucB in sus*C v revnejših gojiščih (GVA, DNA) v resnici lahko precej višje. 
V primeru počasne rasti lahko celice mnogo več energije, sicer namenjene pomnoževanju, 
namenijo zgolj vzdrževanju celičnih funkcij, kar je lepo vidno na podlagi mikroskopiranja, 
kjer so bile celice v  revnejših gojiščih večje in so celo kazale sposobnost aktivnega gibanja. 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 52 
Bakterijske celice so sposobne svoj fenotip prilagoditi, da v kateremkoli trenutku lahko 
dosežejo največjo možno hitrost rasti (µmax). Razen t.i. hišnih genov, ki so ključnega pomena 
za preživetje, so ostali deli genoma variabilni. Mori in sod. (2019) pišejo o tem, kako celice 
E. coli prilagajajo izražanje genov za maksimizacijo izkoristka okoljskih substratov s 
pomočjo preklapljanja med celičnim dihanjem in fermentacijo. Na podoben način lahko 
razumemo tudi nekatere pojave, ki smo jih opazili v našem delu. V odsotnosti optimalnih 
substratov za rast, so celice več energije vlagale v vzdrževanje metabolizma, kot v sintezo 
novih beljakovin z namenom pomnoževanja. 
 
S tem v mislih lahko sklepamo, da je bilo v naših hitro-rastočih kulturah (GLU, GLU+P) 
zaradi hitrega pomnoževanja v takšnih celicah mnogo več ribosomov (in ribosomske RNA), 
kot v kulturah s počasno rastjo (GVA, DNA). To pomeni, da v okviru normalizacije 
rezulatov nismo upoštevali pomembnega dejavnika, saj smo privzeli, da je stopnja izražanja 
16S konstantna, ne glede na gojišče. Iz tega sledi sklep, da smo stopnje izražanja genov 
(Slika 38) v gojiščih z gvanozinom in DNA mogoče celo precenili (ker smo jih primerjali s 
stopnjo izražanja 16S, ki je bila nižja, kot v refernčnem gojišču). Tovrstnih težav nismo 
predvideli pred začetkom analiz, zato so prikazani rezultati za gojišči GVA in DNA 
neprimerljivi z referenčnim GLU (in GLU+P). 
 
Tekom daljšega obdobja rasti (brez pomnoževanja) se celične komponente obnavljajo. V 
pogojih stradanja lahko celice v ta namen uporabljajo lastne beljakovine; v eni uri se lahko 
s proteolizo tako razgradi do 30 % znotrajceličnih beljakovin, ki nato služijo kot gradniki za 
nove beljakovine (Trötschel in sod., 2013). Ker podatki o obstojnosti proteinskih produktov 
naših preiskovanih genov žal niso na voljo, ne moremo z gotovostjo oceniti kolikšna je bila 
dejanska stopnja sinteze proteinov tekom daljšega obdobja počasne rasti. Stopnja izražanja 
genov sus*C in nucB v prisotnosti glukoze je bila po vsej verjetnosti namenjena privzemu 
dodatnih virov hranil, medtem ko je bila tista v prisotnosti DNA vzdrževana za vnos edinega 
vira hranil. 
 
Če povzamemo, ob upoštevanju zgornjega, so rezultati za stopnjo izražanja genov sus*C in 
nucB iz enega vidika precenjeni, spet z drugega vidika pa podcenjeni. Kljub vsemu, je 
približno 25-kratna razlika v stopnji izražanja genov med GLU in DNA lahko v resnici zelo 
pomenljiva. Ta razlika se zaradi vpliva različnih hitrosti rasti lahko zmanjša, ali celo obrne 
v prid revnejšim gojiščem, po drugi strani pa neposrečena normalizacija na osnovi 16S 
razliko spet premakne v prid referenčnemu gojišču. Za utemeljeno sklepanje, bi v izogib tem 
dilemam potrebovali drugačen pristop – absolutno kvantifikacijo ekspresije, oz. primerjavo 
z nivojem mRNA, katere gen je udeležen v centralni metabolizem, ter gojišče s substratom, 
katerega rastna konstanta bi za testni mikroorganizem bolje ustrezala tisti na rasti v 
prisotnosti DNA.  
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4.3.5 PCR v realnem času – povzetek ugotovitev 
 
Na podlagi razprave in rezultatov iz preteklih točk lahko povemo, da naši eksperimenti niso 
bili dovolj obsežni, da bi na podlagi njih lahko z gotovostjo potrdili (ali ovrgli) funkcijo 
preiskovanih genskih skupkov. Potreben bi bil drugačen pristop k gojenju celic in izolaciji 
celokupne RNA, ki bi omogočal pridobivanje zadostne količine reprezentativnega vzorca. 
Glede na opisane razlike v hitrosti rasti, bi bil pravilnejši povsem drugačen pristop – z 
drugačno referenco za primerjavo, ki (ne tako kot glukoza) kaže dinamiko rasti podobno 
preiskovanim testnim gojiščem. 
 
Kljub vsemu pa lahko najdemo nekaj točk, ki jih naši rezultati potrjujejo. Jasno je, da se 
stopnja izražanja genov spreminja glede na pogoje gojenja. Če je povezava z domnevnim 
substratom nukleinskih kislin (oz. njihovih komponent) signifikantna, ali ne, pa je vprašanje, 
ki zaenkrat ostaja neodgovorjeno. 
 
Poleg tega, pa smo z našimi eksperimenti izpostavili nekaj težav z metodologijo, ki je 
običajno uporabljena za preverjanje tovrstnih hipotez in s tem olajšali morebitne nadaljnje 
raziskave, kjer bo lahko uporabljen drugačen pristop. 
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• V nalogi smo izpostavili široko zastopanost in ohranjenost skupkov genov podobnih 
susCD s pridruženimi nespecifičnimi nukleazami v rodovih Prevotella in 
Bacteroides. 
• Prikazali smo sposobnost preživetja in počasne rasti testnih sevov v revnih gojiščih 
z dodatkom nukleinskih kislin ali njihovih komponent (nukleozidov in sladkorjev). 
• S pomočjo PCR v realnem času smo nakazali predvidene razlike v izražanju 
preiskovanih genov in izpostavili morebitne pomanjkljivosti klasičnih metod. 
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Deblo Bacteroidetes je raznoliko bakterijsko deblo, v katerega uvrščamo tudi rodova 
Bacteroides in Prevotella. Predstavniki teh bakterijskih skupin zasedajo raznorazne 
ekološke niše, mi pa smo se osredotočili predvsem na anaerobne vrste – vampne komenzale, 
ki so najpogosteje omenjeni zaradi svojih sposobnostih razgradnje in privzema raznoraznih 
polisharidov s pomočjo skupkov genov v obliki PUL-ov.  
 
PUL-i so sestavljeni iz membranskih proteinov (Sus), ki so odgovorni za vezavo in privzem 
specifičnih substratov s pomočjo pridruženih encimov za razgradnjo večjih polisaharidov. 
Zaradi modularnosti sistemov, kot je susRABCDEFG v B. thetaiotaomicron se postavlja 
vprašanje o možnosti variante sistema s substratom, ki ni polisaharid. Ob bioinformacijskem 
pregledu 91 genomov predstavnikov rodov Bacteroides in Prevotella smo v 69 genomih 
našli variante PUL-ov, kjer so beljakovinam za vezavo in prenos substrata pridružene 
nespecifične nukleaze (podobne nucA in nucB). 
 
Skupki so v povprečju dobro ohranjeni in kažejo prisotnost predvidenih funkcionalnih 
domen, ter signalnih peptidov, ki bi omogočili predvideno funkcionalnost – privzem in 
razgradnjo nukleinskih kislin. V naslednjem koraku smo zato s pomočjo gojitvenih testov 
preverili in potrdili sposobnost rasti šestih sevov v revnih gojiščih z dodatkom nukleinskih 
kislin oz. njihovih gradnikov. Zabeležene stopnje rasti so bile nizke, a v določenih primerih 
signifikantne in ponovljive. 
 
Na podlagi eksperimentalnih podatkov o sposobnosti izrabe testiranih substratov smo izbrali 
sev Prevotella bryantii B14 za zadnjo stopnjo eksperimentalnega dela. Iz gojišč z dodatkom 
gvanozina in DNA smo izolirali celokupno RNA, za primerjavo pa pridobili izolat iz gojišča 
z dodatkom glukoze. RNA smo uporabili za reverzno transkripcijo cDNA fragmentov genov 
sus*C, nucA in nucB. Kot referenca za izražanje genov pa nam je služila cDNA sintetizirana 
na podlagi fragmenta 16S rRNA. 
 
Pokazali smo, da bi bila ekspresija genov lahko povezana s koncentracijo dostopnega fosfata 
v gojišču. Stopnja izražanja genov pa nedvomno korelira s substratom v gojišču, a zaradi 
pomanjkljivosti v izbiri pristopa ne moremo z gotovostjo sklepati o signifikanci te povezave. 
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  





Aaij C., Borst P. 1972. The gel electrophoresis of DNA. Biochimica et Biophysica Acta, 
269: 192–200. 
Accetto T., Avguštin G. 2001. Non-specific DNases from the rumen bacterium Prevotella 
bryantii. Folia Microbiologica, 46, 1: 31–35. 
Accetto T., Avguštin G. 2007. Studies on Prevotella nuclease using a system for the 
controlled expression of clones genes in P. bryantii TC1-1. Microbiology, 153, 7: 2281–
2288. 
Accetto T., Avguštin G. 2008. Expression of nuclease gene nucA, a member of an operon 
putatively involved in uracil removal from DNA and its subsequent reuse in Prevotella 
bryantii. Archives of Microbiology, 190, 2: 111–117. 
Altschul S. F., Gish W., Miller W., Myers E. W., Lipman D. J. 1990. Basic local alignment 
search tool. Journal of Molecular Biology, 215, 3: 403–410. 
Anderson K. L., Salyers A. A. 1989. Biochemical evidence that starch breakdown by 
Bacteroides thetaiotaomicron involves outer membrane starch-binding sites and 
periplasmic starch-degrading enzymes. Journal of Bacteriology, 171, 6: 3192–3198. 
Bjursell M. K., Martens E. C., Gordon J. I. 2006. Functional genomic and metabolic studies 
of the adaptations of a prominent adult human gut symbiont, Bacteroides 
thetaiotaomicron, to the suckling period. The Journal of Biological Chemistry, 281, 47: 
36269–36279. 
Boor K. J. 2006. Bacterial stress responses: what doesn’t kill them can make then stronger. 
PLoS Biology, 4, 1: e23, doi: 10.1371/journal.pbio.0040023: 3 str. 
Brenner D. J., Hollis D. G., Fanning G. R., Weaver R. E. 1989. Capnocytophaga canimorsus 
sp. nov. (formerly CDC group DF-2), a cause of septicemia following dog bite, and C. 
cynodegmi sp. nov., a cause of localized wound infection following dog bite. Journal of 
Clinical Microbiology, 27, 2: 231–235. 
Cameron E. A., Maynard M. A., Smith C. J., Smith T. J., Koropatkin N. M., Martens, E. C. 
2012. Multidomain carbohydrate-binding proteins involved in Bacteroides 
thetaiotaomicron starch metabolism. The Journal of Biological Chemistry, 287, 41: 
34614–34625. 
Cantarel B. L., Coutinho P. M., Rancurel C., Bernard T., Lombard V., Henrissat B. 2009. 
The Carbohydrate-Active EnZymes database (CAZy): an expert resource for 
glycogenomics. Nucleic Acids Research, 37: D233–238. 
Carver T., Harris S. R., Berriman M., Parkhill J., McQuillan J. A. 2012. Artemis: an 
integrated platform for visualization and analysis of high-throughput sequence-based 
experimental data. Bioinformatics, 28, 4: 464–469. 
Coelho Da Silva J. F., Seeley R. C., Thomsont D. J., Beever D. E., Armstrong D. G. 1972. 
The effect in sheep of physical form on the sites of digestion of a dried lucerne diet. 
British Journal of Nutrition, 28 01: 43–43. 
Coleman J., Inukai M., Inouye, M. 1985. Dual functions of the signal peptide in protein 
transfer across the membrane. Cell, 43, 1: 351–360. 
Cotta M. A. 1990. Utilization of nucleic acids by Selenomonas ruminantium and other 
ruminal bacteria. Applied and Environmental Microbiology, 56, 12: 3867–3870. 
D’Elia J. N., Salyers A. A. 1996. Effect of regulatory protein levels on utilization of starch 
by Bacteroides thetaiotaomicron. Journal of Bacteriology, 178, 24: 7180–7186.  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 57 
Deusch S., Camarinha-Silva A., Conrad J., Beifuss U., Rodehutscord M., Seifert J. 2017. A 
structural and functional elucidation of the rumen microbiome influenced by various fiets 
and microenvironments. Frontiers in Microbiology, 8, 1605: doi: 
10.3389/fmicb.2017.01605: 21 str. 
Doke M., Fukamachi H., Morisaki H., Arimoto T., Kataoka H., Kuwata H. 2017. Nucleases 
from Prevotella intermedia can degrade neutrophil extracellular traps. Molecular Oral 
Microbiology, 32, 4: 288–300. 
Eckburg P. B., Bik E. M., Bernstein C. N., Purdom E., Dethlefsen L., Sargent M., Gill S. R., 
Nelson K. E., Relman D. A. 2005. Diversity of the human intestinal microbial flora. 
Science, 308, 5728: 1635–1638. 
Eddy S. R. 1998. Profile hidden Markov models. Bioinformatics, 14, 9: 755–763. 
Eisenbeis S., Lohmiller S., Valdebenito M., Leicht S., Braun V. 2008. NagA-dependent 
uptake of N-acetyl-glucosamine and N-acetyl-chitin oligosaccharides across the outer 
membrane of Caulobacter crescentus. Journal of Bacteriology, 190, 15: 5230–5238. 
EMBL-EBI. 2019. Train online: What are profile hidden Markov models (HMMs). 
European Molecular Biology Laboratory – European Bioinformatics Institute: 1 str. 
https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/pfam-database-creating-protein-
families/what-are-profile-hidden-markov-models-hmms (marec 2019) 
Flint H. J., Scott K. P., Duncan S. H., Louis P., Forano E. 2012. Microbial degradation of 
complex carbohydrates in the gut. Gut Microbes, 3, 4: 289–306. 
Glenwright A. J., Pothula K. R., Bhamidimarri S. P., Chorev D. S., Baslé A., Firbank S. J., 
Zheng H., Robinson C. V., Winterhalter M., Kleinekathöfer U., Bolam D. N., van den 
Berg B. 2017. Structural basis for nutrient acquisition by dominant members of the 
human gut microbiota. Nature, 541, 7637: 407–411. 
Godoy-Vitorino F., Ley R. E., Gao Z., Pei Z., Ortiz-Zuazaga H., Pericchi L. R., Garcia-
Amado M. A., Michelangeli F., Blaser M. J., Gordon J. I., Domínguez-Bello M. G. 2008. 
Bacterial community in the crop of the hoatzin, a neotropical folivorous flying bird. 
Applied and Environmental Microbiology, 74, 19: 5905–5912. 
Grondin J. M., Tamura K., Déjean G., Abbott D. W., Brumer H. 2017. Polysaccharide 
utilization loci: fueling microbial communities. Journal of Bacteriology, 199, 15: 
e00860-00916. 
Gupta R. S., Lorenzini E. 2007. Phylogeny and molecular signatures (conserved proteins 
and indels) that are specific for the Bacteroidetes and Chlorobi species. BMC 
Evolutionary Biology, 7, 71, doi: 10.1186/1471-2148-7-71: 18 str. 
Hungate R. E. 1969. A roll tube method for cultivation of strict anaerobes. Methods in 
Microbiology, 3, 117–132. 
Juncker A. S., Willenbrock H., Von Heijne G., Brunak S., Nielsen H., Krogh A. 2003. 
Prediction of lipoprotein signal peptides in Gram-negative bacteria. Protein Science: a 
publication of the Protein Society, 12, 8: 1652–1662. 
Kaoutari A. El, Armougom F., Gordon J. I., Raoult D., Henrissat, B. 2013. The abundance 
and variety of carbohydrate-active enzymes in the human gut microbiota. Nature 
Reviews Microbiology, 11, 7: 497–504. 
Koropatkin N. M., Smith T. J. 2010. SusG: a unique cell-membrane-associated alpha-
amylase from a prominent human gut symbiont targets complex starch molecules. 
Structure, 18, 2: 200–215.  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 58 
Laine R. A. 1994. A calculation of all possible oligosaccharide isomers both branched and 
linear yields 1.05 x 10(12) structures for a reducing hexasaccharide: the Isomer Barrier 
to development of single-method saccharide sequencing or synthesis systems. 
Glycobiology, 4, 6: 759–767. 
Madigan M. T., Martinko J. M., Stahl D., Clark P. D. 2010. Brock Biology of 
Microorganisms. 13th ed. San Francisco, Benjamin Cummings: 541 str. 
Mally M., Shin H., Paroz C., Landmann R., Cornelis G. R. 2008. Capnocytophaga 
canimorsus: a human pathogen feeding at the surface of epithelial cells and phagocytes. 
PLoS Pathogens, 4, 9: e1000164: doi: 10.1371/journal.ppat.1000164: 11 str. 
Manfredi P., Lauber F., Renzi F., Hack K., Hess E., Cornelis G. R. 2015. New iron 
acquisition system in Bacteroidetes. Infection and Immunity, 83, 1: 300-310. 
Manfredi P., Renzi F., Mally M., Sauteur L., Schmaler M., Moes S., Jenö P., Cornelis G. R. 
2011. The genome and surface proteome of Capnocytophaga canimorsus reveal a key 
role of glycan foraging systems in host glycoproteins deglycosylation. Molecular 
Microbiology, 81, 4: 1050–1060.  
Martens E. C., Kelly A. G., Tauzin A. S., Brumer H. 2014. The devil lies in the details: how 
variations in polysaccharide fine-structure impact the physiology and evolution of gut 
microbes. Journal of Molecular Biology, 426, 23: 3851–3865. 
Martens E. C., Koropatkin N. M., Smith T. J., Gordon J. I. 2009. Complex glycan catabolism 
by the human gut microbiota: The bacteroidetes sus-like paradigm. Journal of Biological 
Chemistry, 284, 37: 24673–24677. 
Matlock B. C., 2017. Differences in bacterial optical density measurements between UV-
Visible spectrophotometers. Wilmington DE, Thermo Fisher Scientific: 4 str. 
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/MSD/Technical-Notes/TN52236-E-
Bacterial-Optical-Density-EN.pdf (marec 2019) 
McAllan A. B. 1982. The fate of nucleic acids in ruminants. Proceedings of the Nutrition 
Society, 41, 3: 309–316. 
McBride M. J., Xie G., Martens E. C., Lapidus A., Henrissat B., Rhodes R. G., Goltsman E., 
Wang W., Xu J., Hunnicutt D. W., Staroscik A. M., Hoover T. R., Cheng Y. Q., Stein J. 
L. 2009. Novel features of the polysaccharide-digesting gliding bacterium 
Flavobacterium johnsoniae as revealed by genome sequence analysis. Applied and 
Environmental Microbiology, 75, 21: 6864–6875.  
Miller T. L., Wolin M. J. 1974. A serum bottle modification of the Hungate technique for 
cultivating obligate anaerobes. Applied Microbiology, 27, 5: 985–987. 
Mori M., Marinari E., De Martino A. A yield-cost tradeoff governs Escherichia coli’s 
decision between fermentation and respiration in carbon-limited growth. NPJ Systems 
Biology and Applications, 5, 16, doi: 10.1038/s41540-019-0093-4: 9 str. 
Narita S., Tokuda H. 2006. An ABC transporter mediating the membrane detachment of 
bacterial lipoproteins depending on their sorting signals. FEBS Letters, 580, 4: 1164–
1170. 
Neugebauer H., Herrmann C., Kammer W., Schwarz G., Nordheim A., Braun V. 2005. 
ExbBD-dependent transport of maltodextrins through the novel MalA protein across the 
outer membrane of Caulobacter crescentus. Journal of Bacteriology, 187, 24: 8300–
8311.  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 59 
Marienfeld Superior. 2018. Instruction manual – Counting Chamber (Hemacytometer). 
Lauda-Königshofen, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG: 8 str.  
https://www.marienfeld-
superior.com/manuals.html?file=files/Medien/PDFs/Anleitungen/Englische_Seite/2019
-Instruction_manual_Counting_chambers_EN.pdf (marec 2019) 
Pers C., Gahrn-Hansen B., Frederiksen W. 1996. Capnocytophaga canimorsus septicemia 
in Denmark, 1982-1995: review of 39 cases. Clinical Infectious Diseases : an official 
publication of the Infectious Diseases Society of America, 23, 1: 71–75. 
Reeves A. R., Wang G. R., Salyers A. A. 1997. Characterization of four outer membrane 
proteins that play a role in utilization of starch by Bacteroides thetaiotaomicron. Journal 
of Bacteriology, 179, 3: 643–649.  
Rice P., Longden I., Bleasby A. 2000. EMBOSS: the European molecular biology open 
software suite. Trends in Genetics (TIG), 16, 6: 276–277. 
Santos-Beneit F. 2015. The Pho regulon: a huge regulatory network in bacteria. Frontiers in 
Microbiology, 6, 402, doi: 10.3389/fmicb.2015.00402: 1 str. 
Shah H. N., Collins D. M. 1990. Prevotella, a new genus to include Bacteroides 
melaninogenicus and related species formerly classified in the genus Bacteroides. 
International Journal of Systematic Bacteriology, 40, 2: 205–208. 
Sharp P. A., Sugden B., Sambrook J. 1973. Detection of two restriction endonuclease 
activities in Haemophilus parainfluenzae using analytical agarose--ethidium bromide 
electrophoresis. Biochemistry, 12, 16: 3055–3063.  
Shin H., Mally M., Kuhn M., Paroz C., Cornelis G. R. 2007. Escape from immune 
surveillance by Capnocytophaga canimorsus. The Journal of Infectious Diseases, 195, 
3: 375–386.  
Shipman J. A., Berleman J. E., Salyers A. A. 2000. Characterization of four outer membrane 
proteins involved in binding starch to the cell surface of Bacteroides thetaiotaomicron. 
Journal of Bacteriology, 182, 19: 5365–5372. 
Smith K. A., Salyers A. A. 1991. Characterization of a neopullulanase and an alpha-
glucosidase from Bacteroides thetaiotaomicron 95-1. Journal of Bacteriology, 173, 9: 
2962–2968. 
Smith R. H., McAllan A. B. 1970. Nucleic acid metabolism in the ruminant. British Journal 
of Nutrition, 24, 2: 545-545. 
Sutcliffe I. C., Harrington D. J., Hutchings M. I. 2012. A phylum level analysis reveals 
lipoprotein biosynthesis to be a fundamental property of bacteria. Protein & Cell, 3, 3: 
163–170. 
Tanaka S., Yoshida M., Murakami Y., Ogiwara T., Shoji M., Kobayashi S., Watanabe S., 
Machino M., Fujisawa S. 2008. The relationship of Prevotella intermedia, Prevotella 
nigrescens and Prevotella melaninogenica in the supragingival plaque of children, caries 
and oral malodor. Journal of Clinical Pediatric Dentistry, 32, 3: 195–200. 
Terrapon N., Lombard V., Gilbert H. J., Henrissat B. 2015. Automatic prediction of 
polysaccharide utilization loci in Bacteroidetes species. Bioinformatics, 31, 5: 647–655. 
Thomas F., Barbeyron T., Tonon T., Génicot S., Czjzek M., Michel G. 2012. 
Characterization of the first alginolytic operons in a marine bacterium: from their 
emergence in marine Flavobacteriia to their independent transfers to marine 
Proteobacteria and human gut Bacteroides. Environmental Microbiology, 14, 9: 2379–
2394.  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 60 
Thomas F., Hehemann J.-H., Rebuffet E., Czjzek M., Michel G. 2011. Environmental and 
gut Bacteroidetes: the food connection. Frontiers in Microbiology, 2, 93. doi: 
10.3389/fmicb.2011.00093: 1 str. 
Trötschel C., Albaum S. P., Poetsch A. 2013. Proteome turnover in bacteria: current status 
for Corynebacterium glutamicum and related bacteria. Microbial Biotechnology, 6, 6: 
708–719. 
Wanner B. L., Chang B. D. 1987. The phoBR operon in Escherichia coli K-12. Journal of 
Bacteriology, 169, 12: 5569–5574. 
Whitman W. B., Coleman D. C., Wiebe W. J. 1998. Prokaryotes: the unseen majority. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 95, 
12: 6578–6653. 
Xu J., Bjursell M. K., Himrod J., Deng S., Carmichael L. K., Chiang H. C., Hooper L. V., 
Gordon J. I. 2003. A genomic view of the human-Bacteroides thetaiotaomicron 
symbiosis. Science, 299, 5615: 2074–2076. 
Yakushi T., Masuda K., Narita S., Matsuyama S., Tokuda H. 2000. A new ABC transporter 
mediating the detachment of lipid-modified proteins from membranes. Nature Cell 
Biology, 2, 4: 212–218. 
Ze X., Duncan S. H., Louis P., Flint H. J. 2012. Ruminococcus bromii is a keystone species 




Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  





Na prvem mestu se zahvaljujem mentorju, doc. dr. Tomažu Accettu, ki je bil vedno 
razumevajoč, prilagodljiv in pripravljen pomagati. Mentor v pravem pomenu besede je 
vedno znal deliti svoje znanje in izkušnje v ravno pravšnji meri, da sem se ob reševanju 
problemov tudi sam nekaj naučil. 
 
Iskreno se zahvaljujem tudi recenzentki, prof. dr. Darji Žgur-Bertok, za poglobljeno in 
korektno recenzijo. 
 
Hvala Vanji Kastelic za podporo in zaupanje. 
 
Zahvalil bi se rad tudi svojim najbližjim za spodbudo. Hvala, da ste verjeli vame ves ta čas.  
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  





PRILOGA A: SKRIPT, REFERENČNE SEKVENCE, PREGLED POIZVEDBE 
 





if [ $# -lt 1 ]; then 
 echo Uporaba: $0 datoteka z genomom-gbk, kjer so kontigi združeni z 
emoboss-union. 
 exit 1 
fi 
#union -feature -source -osformat2 genbank -warning 0 $1 `echo $1 | sed 
s/gbk/gbkU/` 
echo Extract features 
extractfeat "$1" vsigeni -type CDS -describe locus_tag,function 2>/dev/null 
transeq vsigeni vsiproteini 
#blast 
makeblastdb -in vsiproteini -dbtype prot 
echo Blast 
for file in *poizv 
 do 
 blastp -db vsiproteini -query $file -outfmt 6 -evalue 1e-10 -out 
"$1"_"$file"_blastrez -max_target_seqs 10 
 echo $file  
 echo $file >> "$1"_najdeni_vsi 
 awk '{identiteta[$2]+=$3} {stevilo[$2]++} END {for (var in identiteta) 
print var, identiteta[var]/stevilo[var]}' "$1"_"$file"_blastrez >> 
"$1"_najdeni_vsi 
 done 
grep -v poizv "$1"_najdeni_vsi | sed s/_1\ /\ / | awk '{print $1}' | sort | 
uniq > lokusi 
grep -f lokusi vsigeni | cut -d'"' -f2 > "$1"_nuc_skupek_locus_tagi 
zip -m "$1"_rezultati_blast.zip *blastrez 
#hmmer 
echo Hmmer 
for file in *.hmm 
 do 
 echo $file 
 echo $file >> "$1"_hmmer_nespecifične_nukleaze_locus_tagi  
 hmmsearch --noali -E 1e-10 $file vsiproteini > "$1"_"$file"_rez 
 grep '>>' "$1"_"$file"_rez | cut -d'"' -f2 >> 
"$1"_hmmer_nespecifične_nukleaze_locus_tagi 
 done 
zip -m "$1"_rezultati_družin.zip *rez 
if [ `wc -l < "$1"_najdeni_vsi` -gt 5 ]  
 then 
 mousepad "$1"_hmmer_nespecifične_nukleaze_locus_tagi & mousepad 
"$1"_nuc_skupek_locus_tagi & mousepad "$1"_najdeni_vsi & art -Doffset=`sed 
1d "$1"_najdeni_vsi | tail -1 | sed  s/_/\ /g | awk '{{x=NF}print $(x-2)}'` 
"$1" 
 echo Ukaz za ponovljeno pregledovanje z artemis: art -Doffset=`sed 1d 
"$1"_najdeni_vsi | head -1 | sed  s/_/\ /g | awk '{{x=NF} print ($x-2)}'` 
"$1" 
 else 
 echo Z blastom nisem našel nič! Glej še v "$1"_hmmer_PT4_locus_tagi. 
fi 
rm vsiproteini*  vsigeni lokusi 
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PRILOGA B: RASTNE KRIVULJE, NAPAKE MERITEV, DNAZNA AKTIVNOST 
 
Opombe: 
• Črtkane črte na grafih rastnih krivulj predstavljajo ocenjeno mejo signifikantne rasti. Vse 
meritve pod to vrednostjo lahko pripišemo kombinaciji faktorjev, predvsem motnosti zaradi 
dodatka inokuluma ali substrata. 
• Za lažjo primerjavo med substrati sega ordinatna os (OD) v vseh primerih do 0,40. 
• Pozitivne kontrole (rast na glukozi) niso prikazane, ker že v prvih točkah merjenja sežejo 
(pre)visoko in s tem otežijo interpretacijo rasti na substratu. 
• Preverjanje DNazne aktivnosti: 
o Oznake: M = marker, D = gojišče z dodatkom DNA, S- = gojišče brez dodatka substrata; ozadje, 
oz. negativna kontrola, G = gojišče z dodatkom glukoze. 
o DNA bakteriofaga Lambda je bila dodana vsem vzorcem G, S- in D v spodnji polovici slike. 
Uporabljen je 0,9% agarozni gel in marker merila 1 kb. 
 
Priloga B4: Povprečne rastne krivulje za vsak sev v gojišču z dodatkom deoksiriboze. 
 
 
Priloga B5: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na deoksiribozi. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 
24 0,00 0,04 0,00 0,01 0,01 0,02 
48 0,00 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 
70 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 
95 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01 0,01 
120 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
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Priloga B7: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na ribozi. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,02 0,00 0,00 0,02 0,02 0,02 
22 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 
48 0,01 0,02 0,04 0,01 0,02 0,04 
70 0,00 0,01 0,03 0,01 0,04 0,03 
144 0,01 0,01 0,07 0,01 0,02 0,03 
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Priloga B9: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na citidinu. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 
22 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01 0,01 
45 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 
67 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 
140 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00 0,02 
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Priloga B11: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na uridinu. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 
23 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 
46 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 
119 0,01 0,01 0,04 0,02 0,01 0,03 
142 0,04 0,01 0,02 0,03 0,01 0,01 
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Priloga B12: Povprečne rastne krivulje za vsak sev v gojišču z dodatkom gvanozina. 
 
Opomba k prilogi B12: Začetne vrednosti (OD v času 0 h) so povišane zaradi motnosti, ki je bila posledica še 




Priloga B13: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na gvanozinu. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,30 0,15 0,11 0,16 0,24 0,13 
23 0,01 0,01 0,00 0,02 0,01 0,01 
47 0,01 0,03 0,00 0,02 0,01 0,01 
70 0,02 0,03 0,00 0,04 0,01 0,01 
119 0,02 0,07 0,01 0,06 0,01 0,01 
142 0,05 0,02 0,01 0,06 0,01 0,01 
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Priloga B15: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na adenozinu. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 
23 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
47 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 
71 0,03 0,05 0,01 0,04 0,00 0,00 
119 0,05 0,06 0,01 0,02 0,01 0,01 
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Priloga B17: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na RNA. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 
24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02 
47 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 0,02 
72 0,01 0,05 0,01 0,01 0,00 0,01 
119 0,06 0,17 0,00 0,06 0,03 0,02 
144 0,05 0,11 0,01 0,08 0,02 0,01 
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Priloga B19: Standardni odkloni povprečnih vrednosti OD za rast na DNA. 
čas meritve [h] B-14 TC1-1 B. TIO Ga6B6 MA2016 4-65 
0 0,00 0,07 0,07 0,06 0,08 0,18 
23 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,04 
47 0,04 0,07 0,05 0,03 0,07 0,04 
70 0,05 0,06 0,07 0,02 0,04 0,09 
119 0,03 0,03 0,04 0,05 0,04 0,05 
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Priloga B20: Rastne krivulje za vsak sev v gojišču z dodatkom DNA – rezultati pridobljeni s štetjem celic. 
 
 


























































B14 TC1-1 B.TIO GA-6B6 MA2016 4-65 DSM2150
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Priloga B22: Preverjanje DNazne aktivnosti P. bryantii B14. Ostali podatki o prilogi  na začetku Priloge B. 
 
 
Priloga B23: Preverjanje DNazne aktivnosti P. bryantii TC1-1. Ostali podatki o prilogi na začetku Priloge B. 
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Priloga B24: Preverjanje DNazne aktivnosti B. thetaiotaomicron VPI-5482. Ostali podatki o prilogi na 
začetku Priloge B. 
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Priloga B28: Preverjanje DNazne aktivnosti S. ruminantum DSM2150. Oznake in podrobnosti opisane na 
začetku Priloge B. Poševna črtica označuje luknjico brez nanosa. 
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PRILOGA C: REZULTATI RT-qPCR 
 
Razlaga oznak: 
• Target   tarča pomnoževanja 
• Sample   izvor vzorca – tip gojišča 
• Cq    pražni cikel reakcije 
• Cq Mean  povprečje Cq (med tehničnimi ponovitvami oz. trojniki/dvojniki) 
• Cq Std. Dev  standardni odklon Cq (med tehničnimi ponovitvami oz. trojniki/dvojniki) 
• SQ    začetna količina – količina tarčne cDNA pred začetkom reakcije 
• SQ Mean  povprečje SQ (med tehničnimi ponovitvami oz. trojniki/dvojniki) 
• SQ Std. Dev  standardni odklon SQ (med tehničnimi ponovitvami oz. trojniki/dvojniki) 
• Neg Ctrl  negativna kontrola reverzne transkripcije 
• NTC   »Non-Template Control« - negativna kontrola reakcije PCR 
• Std    redčitev standarda; redčitev standarda je razvidna iz SQ (začetne količine) 
• Unkn   (neredčeni) vzorci cDNA 
 
Priloga C29: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon 16S – prva ponovitev.  
Target Content Sample 














16S Neg Ctrl DNA 37,08 37,08 0,000 0,00000 -6,444 0,00000 0,00000 
16S Neg Ctrl GLU+P 30,80 30,80 0,000 0,00003 -4,548 0,00003 0,00000 
16S Neg Ctrl GVA 32,01 32,01 0,000 0,00001 -4,916 0,00001 0,00000 
16S Neg Ctrl GLU 24,69 24,69 0,000 0,00196 -2,708 0,00196 0,00000 
16S NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
16S NTC-01   38,09 38,09 0,000    0,00000 
16S NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU 15,92 15,40 0,558 0,86527 -0,063 1,30081 0,51355 
16S Unkn-07 GLU 15,48 15,40 0,558 1,17006 0,068 1,30081 0,51355 
16S Unkn-07 GLU 14,81 15,40 0,558 1,86708 0,271 1,30081 0,51355 
16S Std-02  16,55 16,74 0,170 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02  16,81 16,74 0,170 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02  16,87 16,74 0,170 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-03  18,75 18,77 0,070 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03  18,71 18,77 0,070 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03  18,85 18,77 0,070 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-04  20,15 20,30 0,150 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04  20,45 20,30 0,150 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04  20,30 20,30 0,150 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-05  22,18 22,28 0,139 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05  22,23 22,28 0,139 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05  22,44 22,28 0,139 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Unkn-01 GLU+P 10,40 10,31 0,180 39,74871 1,599 42,72861 5,51801 
16S Unkn-01 GLU+P 10,10 10,31 0,180 49,09591 1,691 42,72861 5,51801 
16S Unkn-01 GLU+P 10,42 10,31 0,180 39,34121 1,595 42,72861 5,51801 
16S Unkn-02 GVA 12,73 12,25 0,421 7,87918 0,896 11,31154 3,00895 
16S Unkn-02 GVA 12,06 12,25 0,421 12,56087 1,099 11,31154 3,00895 
16S Unkn-02 GVA 11,96 12,25 0,421 13,49457 1,130 11,31154 3,00895 
16S Unkn-03 DNA 15,57 15,40 0,163 1,10053 0,042 1,24555 0,13914 
16S Unkn-03 DNA 15,38 15,40 0,163 1,25818 0,100 1,24555 0,13914 
16S Unkn-03 DNA 15,25 15,40 0,163 1,37795 0,139 1,24555 0,13914 
 
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C30: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon 16S – druga ponovitev.  
Target Content Sample 














16S NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
16S NTC-01   35,57 36,94 1,945      
16S NTC-01   38,32 36,94 1,945      
16S Unkn-07 GLU 14,71 14,63 0,114 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU 14,55 14,63 0,114 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU          
16S Std-02  15,77 15,64 0,188 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02  15,50 15,64 0,188 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02           
16S Std-03  17,72 17,67 0,071 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03  17,62 17,67 0,071 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03           
16S Std-04  18,92 18,93 0,015 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04  18,94 18,93 0,015 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04           
16S Std-05  21,01 21,07 0,087 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05  21,13 21,07 0,087 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05           
16S Unkn-01 GLU+P 10,05 9,78 0,239 26,20010 1,418 32,00644 5,25118 
16S Unkn-01 GLU+P 9,71 9,78 0,239 33,39645 1,524 32,00644 5,25118 
16S Unkn-01 GLU+P 9,59 9,78 0,239 36,42278 1,561 32,00644 5,25118 
16S Unkn-02 GVA 10,92 10,80 0,133 14,05904 1,148 15,31509 1,47169 
16S Unkn-02 GVA 10,83 10,80 0,133 14,95183 1,175 15,31509 1,47169 
16S Unkn-02 GVA 10,66 10,80 0,133 16,93439 1,229 15,31509 1,47169 
16S Unkn-03 DNA 15,06 14,96 0,131 0,73103 -0,136 0,78806 0,07497 
16S Unkn-03 DNA 15,00 14,96 0,131 0,76016 -0,119 0,78806 0,07497 
16S Unkn-03 DNA 14,81 14,96 0,131 0,87298 -0,059 0,78806 0,07497 
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Priloga C31: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon 16S – tretja ponovitev.  
Target Content Sample 














16S NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
16S NTC-01   39,24 39,24 0,000    0,00000 
16S NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU 14,25 14,26 0,019 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU 14,28 14,26 0,019 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
16S Unkn-07 GLU          
16S Std-02  15,22 15,07 0,222 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02  14,91 15,07 0,222 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
16S Std-02           
16S Std-03  17,00 16,97 0,044 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03  16,94 16,97 0,044 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
16S Std-03           
16S Std-04  18,26 18,24 0,027 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04  18,22 18,24 0,027 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
16S Std-04           
16S Std-05  20,33 20,45 0,178 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05  20,58 20,45 0,178 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
16S Std-05           
16S Unkn-01 GLU+P 9,89 9,66 0,200 23,32913 1,368 27,88099 3,94309 
16S Unkn-01 GLU+P 9,55 9,66 0,200 30,06517 1,478 27,88099 3,94309 
16S Unkn-01 GLU+P 9,54 9,66 0,200 30,24866 1,481 27,88099 3,94309 
16S Unkn-02 GVA 11,04 10,90 0,123 9,92293 0,997 11,05175 0,97766 
16S Unkn-02 GVA 10,83 10,90 0,123 11,60376 1,065 11,05175 0,97766 
16S Unkn-02 GVA 10,83 10,90 0,123 11,62855 1,066 11,05175 0,97766 
16S Unkn-03 DNA 15,05 14,91 0,126 0,51068 -0,292 0,56614 0,05231 
16S Unkn-03 DNA 14,89 14,91 0,126 0,57315 -0,242 0,56614 0,05231 
16S Unkn-03 DNA 14,80 14,91 0,126 0,61459 -0,211 0,56614 0,05231 
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Priloga C32: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon sus*C – prva ponovitev.  
Target Content Sample 














susC Neg Ctrl DNA 35,49 35,49 0,000 0,00002 -4,718 0,00002 0,00000 
susC Neg Ctrl GLU+P 35,28 35,28 0,000 0,00002 -4,656 0,00002 0,00000 
susC Neg Ctrl GVA 36,09 36,09 0,000 0,00001 -4,893 0,00001 0,00000 
susC Neg Ctrl GLU 30,69 30,69 0,000 0,00047 -3,326 0,00047 0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC NTC-02   38,88 38,88 0,000    0,00000 
susC Unkn-08 GLU 18,52 18,55 0,033 1,59564 0,203 1,56326 0,03430 
susC Unkn-08 GLU 18,58 18,55 0,033 1,52731 0,184 1,56326 0,03430 
susC Unkn-08 GLU 18,54 18,55 0,033 1,56683 0,195 1,56326 0,03430 
susC Std-07  20,33 20,28 0,375 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07  19,88 20,28 0,375 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07  20,63 20,28 0,375 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-08  22,39 22,49 0,086 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08  22,56 22,49 0,086 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08  22,51 22,49 0,086 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-09  24,15 23,89 0,229 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-09  23,71 23,89 0,229 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-09  23,81 23,89 0,229 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-10  26,15 26,08 0,062 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10  26,03 26,08 0,062 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10  26,06 26,08 0,062 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Unkn-04 GLU+P 20,60 20,52 0,280 0,39718 -0,401 0,42377 0,08160 
susC Unkn-04 GLU+P 20,21 20,52 0,280 0,51535 -0,288 0,42377 0,08160 
susC Unkn-04 GLU+P 20,75 20,52 0,280 0,35879 -0,445 0,42377 0,08160 
susC Unkn-05 GVA 24,22 24,19 0,050 0,03537 -1,451 0,03627 0,00122 
susC Unkn-05 GVA 24,13 24,19 0,050 0,03765 -1,424 0,03627 0,00122 
susC Unkn-05 GVA 24,21 24,19 0,050 0,03578 -1,446 0,03627 0,00122 
susC Unkn-06 DNA 30,78 30,83 0,059 0,00045 -3,351 0,00043 0,00002 
susC Unkn-06 DNA 30,89 30,83 0,059 0,00041 -3,385 0,00043 0,00002 
susC Unkn-06 DNA 30,82 30,83 0,059 0,00043 -3,363 0,00043 0,00002 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C33: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon sus*C – druga ponovitev.  
Target Content Sample 














susC NTC-02   38,90 38,90 0,000    0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC Unkn-08 GLU 18,39 18,34 0,069 1,19560 0,078 1,23012 0,04882 
susC Unkn-08 GLU 18,29 18,34 0,069 1,26464 0,102 1,23012 0,04882 
susC Unkn-08 GLU          
susC Std-07  20,07 19,89 0,252 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07  19,71 19,89 0,252 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07           
susC Std-08  22,56 22,57 0,010 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08  22,58 22,57 0,010 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08           
susC Std-09  24,17 24,04 0,184 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-09  23,91 24,04 0,184 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-09           
susC Std-10  26,71 26,60 0,149 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10  26,50 26,60 0,149 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10           
susC Unkn-04 GLU+P 20,53 20,47 0,269 0,34645 -0,460 0,36295 0,05787 
susC Unkn-04 GLU+P 20,17 20,47 0,269 0,42727 -0,369 0,36295 0,05787 
susC Unkn-04 GLU+P 20,70 20,47 0,269 0,31512 -0,502 0,36295 0,05787 
susC Unkn-05 GVA 23,96 23,78 0,152 0,04766 -1,322 0,05288 0,00452 
susC Unkn-05 GVA 23,69 23,78 0,152 0,05559 -1,255 0,05288 0,00452 
susC Unkn-05 GVA 23,70 23,78 0,152 0,05538 -1,257 0,05288 0,00452 
susC Unkn-06 DNA 30,54 30,61 0,076 0,00106 -2,975 0,00101 0,00004 
susC Unkn-06 DNA 30,69 30,61 0,076 0,00097 -3,013 0,00101 0,00004 
susC Unkn-06 DNA 30,61 30,61 0,076 0,00102 -2,993 0,00101 0,00004 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C34: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon sus*C – tretja ponovitev.  
Target Content Sample 














susC NTC-02   39,86 39,86 0,000    0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
susC Unkn-08 GLU 17,65 17,59 0,081 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
susC Unkn-08 GLU 17,54 17,59 0,081 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
susC Unkn-08 GLU          
susC Std-07  18,94 18,99 0,076 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07  19,05 18,99 0,076 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
susC Std-07           
susC Std-08  21,43 21,31 0,161 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08  21,20 21,31 0,161 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
susC Std-08           
susC Std-09  22,89 22,89 0,000 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
susC Std-09    0,00 0,000 0,05000 -1,301 0,00000 0,00000 
susC Std-09           
susC Std-10  25,43 25,60 0,236 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10  25,76 25,60 0,236 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
susC Std-10           
susC Unkn-04 GLU+P 19,62 19,77 0,149 0,31412 -0,503 0,28731 0,02509 
susC Unkn-04 GLU+P 19,91 19,77 0,149 0,26439 -0,578 0,28731 0,02509 
susC Unkn-04 GLU+P 19,79 19,77 0,149 0,28342 -0,548 0,28731 0,02509 
susC Unkn-05 GVA 23,10 23,02 0,071 0,04123 -1,385 0,04323 0,00178 
susC Unkn-05 GVA 22,99 23,02 0,071 0,04383 -1,358 0,04323 0,00178 
susC Unkn-05 GVA 22,96 23,02 0,071 0,04462 -1,350 0,04323 0,00178 
susC Unkn-06 DNA 30,06 29,94 0,134 0,00071 -3,146 0,00076 0,00006 
susC Unkn-06 DNA 29,80 29,94 0,134 0,00083 -3,080 0,00076 0,00006 
susC Unkn-06 DNA 29,98 29,94 0,134 0,00075 -3,127 0,00076 0,00006 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C35: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon nucB – prva ponovitev.  
Target Content Sample 














NucB Neg Ctrl DNA   0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB Neg Ctrl GLU+P 31,51 31,51 0,000 0,00003 -4,598 0,00003 0,00000 
NucB Neg Ctrl GVA 33,31 33,31 0,000 0,00001 -5,131 0,00001 0,00000 
NucB Neg Ctrl GLU 27,14 27,14 0,000 0,00050 -3,301 0,00050 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 15,92 15,93 0,028 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 15,91 15,93 0,028 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 15,97 15,93 0,028 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-07 GLU 17,02 17,06 0,038 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU 17,06 17,06 0,038 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU 17,10 17,06 0,038 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-08 GLU 19,22 19,46 0,267 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU 19,42 19,46 0,267 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU 19,75 19,46 0,267 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-09 GLU 20,29 20,46 0,250 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU 20,74 20,46 0,250 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU 20,33 20,46 0,250 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-10 GLU 22,59 22,68 0,168 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU 22,58 22,68 0,168 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU 22,87 22,68 0,168 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Unkn-04 GLU+P 18,63 18,63 0,013 0,16823 -0,774 0,16773 0,00143 
NucB Unkn-04 GLU+P 18,64 18,63 0,013 0,16612 -0,780 0,16773 0,00143 
NucB Unkn-04 GLU+P 18,62 18,63 0,013 0,16885 -0,772 0,16773 0,00143 
NucB Unkn-05 GVA 22,08 22,12 0,033 0,01587 -1,799 0,01550 0,00035 
NucB Unkn-05 GVA 22,15 22,12 0,033 0,01519 -1,818 0,01550 0,00035 
NucB Unkn-05 GVA 22,12 22,12 0,033 0,01544 -1,811 0,01550 0,00035 
NucB Unkn-06 DNA 26,94 26,90 0,033 0,00057 -3,241 0,00059 0,00001 
NucB Unkn-06 DNA 26,88 26,90 0,033 0,00060 -3,222 0,00059 0,00001 
susC Unkn-06 DNA 30,82 30,83 0,059 0,00043 -3,363 0,00043 0,00002 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C36: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon nucB – druga ponovitev.  
Target Content Sample 














NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 18,71 18,71 0,001 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 18,71 18,71 0,001 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU          
NucB Std-07 GLU 20,04 19,95 0,125 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU 19,86 19,95 0,125 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU          
NucB Std-08 GLU 22,11 22,16 0,079 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU 22,22 22,16 0,079 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU          
NucB Std-09 GLU 23,56 23,70 0,198 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU 23,84 23,70 0,198 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU          
NucB Std-10 GLU 25,58 25,67 0,126 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU 25,76 25,67 0,126 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU          
NucB Unkn-04 GLU+P 21,47 21,43 0,035 0,17515 -0,757 0,17946 0,00417 
NucB Unkn-04 GLU+P 21,40 21,43 0,035 0,18347 -0,736 0,17946 0,00417 
NucB Unkn-04 GLU+P 21,43 21,43 0,035 0,17975 -0,745 0,17946 0,00417 
NucB Unkn-05 GVA 24,48 24,48 0,037 0,02409 -1,618 0,02416 0,00060 
NucB Unkn-05 GVA 24,44 24,48 0,037 0,02479 -1,606 0,02416 0,00060 
NucB Unkn-05 GVA 24,51 24,48 0,037 0,02360 -1,627 0,02416 0,00060 
NucB Unkn-06 DNA 29,73 29,77 0,035 0,00076 -3,117 0,00075 0,00002 
NucB Unkn-06 DNA 29,77 29,77 0,035 0,00074 -3,128 0,00075 0,00002 
susC Unkn-06 DNA 29,80 29,77 0,035 0,00073 -3,137 0,00075 0,00002 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C37: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon nucB – tretja ponovitev.  
Target Content Sample 














NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB NTC-02     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 19,02 18,97 0,070 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU 18,92 18,97 0,070 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucB Std-06 GLU          
NucB Std-07 GLU 20,24 20,18 0,078 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU 20,13 20,18 0,078 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucB Std-07 GLU          
NucB Std-08 GLU 22,42 22,46 0,062 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU 22,51 22,46 0,062 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucB Std-08 GLU          
NucB Std-09 GLU 23,96 23,85 0,150 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU 23,75 23,85 0,150 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucB Std-09 GLU          
NucB Std-10 GLU 25,39 25,73 0,472 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU 26,06 25,73 0,472 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucB Std-10 GLU          
NucB Unkn-04 GLU+P 21,79 21,65 0,122 0,16313 -0,787 0,17963 0,01441 
NucB Unkn-04 GLU+P 21,56 21,65 0,122 0,18975 -0,722 0,17963 0,01441 
NucB Unkn-04 GLU+P 21,59 21,65 0,122 0,18600 -0,730 0,17963 0,01441 
NucB Unkn-05 GVA 24,72 24,80 0,084 0,02239 -1,650 0,02134 0,00120 
NucB Unkn-05 GVA 24,89 24,80 0,084 0,02003 -1,698 0,02134 0,00120 
NucB Unkn-05 GVA 24,78 24,80 0,084 0,02160 -1,666 0,02134 0,00120 
NucB Unkn-06 DNA 30,15 30,08 0,083 0,00057 -3,241 0,00060 0,00003 
NucB Unkn-06 DNA 29,99 30,08 0,083 0,00064 -3,195 0,00060 0,00003 
susC Unkn-06 DNA 30,11 30,08 0,083 0,00059 -3,231 0,00060 0,00003 
 
  
Pinterič B. Vloga genskih skupkov ... v razgradnji in uporabi eksogenih nukleinskih kislin.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Priloga C38: Rezultati rt-RT-PCR za amplikon nucA – prva ponovitev.  
Target Content Sample 














NucA Neg Ctrl DNA   0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucA Neg Ctrl GLU+P 34,17 34,17 0,000 0,00020 -3,700 0,00020 0,00000 
NucA Neg Ctrl GVA 36,26 36,26 0,000 0,00007 -4,146 0,00007 0,00000 
NucA Neg Ctrl GLU 29,20 29,20 0,000 0,00231 -2,636 0,00231 0,00000 
NucA NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucA NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucA NTC-01     0,00 0,000   0,00000 0,00000 
NucA Std-01 GLU 16,44 16,48 0,043 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucA Std-01 GLU 16,52 16,48 0,043 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucA Std-01 GLU 16,48 16,48 0,043 1,00000 0,000 1,00000 0,00000 
NucA Std-02 GLU 18,00 18,18 0,559 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucA Std-02 GLU 17,73 18,18 0,559 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucA Std-02 GLU 18,80 18,18 0,559 0,50000 -0,301 0,50000 0,00000 
NucA Std-03 GLU 22,18 22,17 0,023 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucA Std-03 GLU 22,19 22,17 0,023 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucA Std-03 GLU 22,14 22,17 0,023 0,10000 -1,000 0,10000 0,00000 
NucA Std-04 GLU 23,72 23,47 0,216 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucA Std-04 GLU 23,39 23,47 0,216 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucA Std-04 GLU 23,31 23,47 0,216 0,05000 -1,301 0,05000 0,00000 
NucA Std-05 GLU 25,77 25,60 0,167 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucA Std-05 GLU 25,43 25,60 0,167 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucA Std-05 GLU 25,61 25,60 0,167 0,01000 -2,000 0,01000 0,00000 
NucA Unkn-01 GLU+P 18,26 18,43 0,144 0,50531 -0,296 0,46692 0,03367 
NucA Unkn-01 GLU+P 18,53 18,43 0,144 0,44237 -0,354 0,46692 0,03367 
NucA Unkn-01 GLU+P 18,48 18,43 0,144 0,45309 -0,344 0,46692 0,03367 
NucA Unkn-02 GVA 21,44 21,49 0,087 0,10572 -0,976 0,10330 0,00438 
NucA Unkn-02 GVA 21,59 21,49 0,087 0,09824 -1,008 0,10330 0,00438 
NucA Unkn-02 GVA 21,44 21,49 0,087 0,10593 -0,975 0,10330 0,00438 
NucA Unkn-03 DNA 29,56 29,61 0,159 0,00194 -2,712 0,00190 0,00015 
NucA Unkn-03 DNA 29,48 29,61 0,159 0,00202 -2,695 0,00190 0,00015 
NucA Unkn-03 DNA 29,78 29,61 0,159 0,00173 -2,761 0,00190 0,00015 
 
